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1. BEVEZETÉS 
 
1.1. Az autoimmun betegségekről általában 
 
Az autoimmunitás mint biológiai jelenség az élő működés egyik lényegi és 
elválaszthatatlan részét képezi. Annak ellenére, hogy mind molekuláris és sejtszinten, mind 
pedig a fiziológiás szabályozás részeként folyamatosan zajlanak autoimmun reakciók a 
szervezetben, az emberi populációban és az állatvilágban egyaránt előfordul számos olyan 
súlyos - és esetleg az életet is veszélyeztető - betegség, amely a hibás immunreguláció 
következtében alakul ki, elsősorban az autoreaktív T-sejtek és autoantitestek rendellenes 
működésének eredőjeként.  
Minthogy az autoimmunitás egy hálózatszerűen működő, sokkomponensű 
szabályozás eredményeként jön létre, a rendszer bármely komponensének (vagy az azt 
kódoló génnek) a rendellenes működése vezethet az immunrendszer normális funkciójának 
megváltozásához és egyben valamilyen autoimmun kórkép kialakulásához. 
Az autoimmun betegségek mindegyikét jellemzi a saját-antigének elleni abnormális 
immuntolerancia, valamint a genetikai tényezők bizonyított közrejátszása a kórkép 
kialakulásában. 
Az autoimmun betegségeket két csoportra oszthatjuk aszerint, hogy a szervezet egy 
vagy több szerve illetve szervrendszere érintett. A szervspecifikus autoimmun betegségek 
közé tartozik például a diabetes mellitus, a gyulladásos bélbetegségek (colitis ulcerosa, 
Crohn-betegség), a psoriasis, az autoimmun thyroiditisek és számos más kórkép. A 
szisztémás autoimmun megbetegedések közül a leggyakoribb előfordulást a szisztémás 
lupus erythematosus, a szisztémás sclerosis, a Sjögren-szindróma és a rheumatoid arthritis 
(RA) mutatják. 
 
1.2. Rheumatoid arthritis 
 
1.2.1. A rheumatoid arthritis klinikai képe 
A rheumatoid arthritis a leggyakrabban előforduló szisztémás autoimmun betegség: 
az átlagpopuláció mintegy 1%-át érinti, Magyarországon is. Az egész világon előfordul, 
Afrikában azonban viszonylag ritka. A legnagyobb prevalenciát az észak-amerikai 
bennszülött törzsek (Pima, Chippewa) körében mutatja. Megfigyelések szerint a betegség 
2,5-szer több nőt érint, mint férfit. 
Elsősorban a kisízületeket érintő, krónikus, gyulladásos, destruktív kórkép, 
súlyosabb formában viszont extraarticuláris manifesztációi is lehetnek. Kezelés nélkül a 
beteg életvitele jelentősen romolhat, mozgáskorlátozottság, tartós rokkantság is 
bekövetkezhet. Általánosságban elmondható, hogy a tünetek szimmetrikusan érintik a két 
testfelet. A tünetek közül leggyakoribbak a fájdalom, az ízületi merevség, a perifériás 
ízületek duzzanata, a lágy szövetek duzzanata, regionális csontritkulás, az ízületi rés 
szűkülése, és a rostos ankylosis, ám a klinikai kép igen heterogén lehet.  
A tünetek bármely életkorban jelentkezhetnek, leggyakrabban viszont a 40. és 
70. életév között manifesztálódnak. A synovitisből eredő ízületi leépülés a betegek 70%-
ánál már az első két évben bekövetkezik, és radiográfiai módszerekkel már kimutatható. 
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MRI-vel a betegség első négy hónapjában már felfedezhetők synoviális hipertrófiák, 
csontödémák és más korai eroziv elváltozások. 
 
1.2.2. Szerológiai jellemzők 
Az RA diagnosztikája a klinikum, a képalkotó- és a laboratóriumi eljárások 
együttes értékelésén alapszik. Habár számos szerológiai teszt elvégezhető, két olyan, a 
vérből könnyedén kimutatható faktorról érdemes említést tennünk, amely nagy 
specifitással és érzékenységgel bír a rheumás betegek estében. 
A rheumatoid factor (RF) olyan autoantitest, amely közvetlenül a normál 
emberi immunglobulin-G (IgG) Fc-régiójához kötődik, de más immunglobulin-izotípusokhoz 
való kapcsolódását is azonosították (IgE, IgM, IgA, IgG). A gyakorlatban az IgM-RF mérését 
szokták elvégezni. Az RF a RA-betegek 75%-ában jelen van, a maradék 25%-ban ugyanakkor 
annak ellenére sem detektálható, hogy a beteg mutatja a RA egyéb specifikus tüneteit. 
Ezzel ellentétben viszont különböző fertőzések és más rheumatológiai betegségek 
fennállásakor az RF előfordulhat egészséges (azaz nem RA-s) egyénekben is. Ráadásul a 
megfigyelések szerint a nagy mennyiségű kávéfogyasztás és a dohányzás is elősegíti a RF 
felhalmozódását. A faktor RA-specifitása tehát nem számottevő. Az esetek csupán 19,3%-
ában mutatható ki még a specifikus rheumatoid arthritis-es tünetek megjelenése előtt, így 
prognosztikus értéke is csekély. Az viszont tény, hogy az RF-szeropozitív betegek 
kórlefolyása gyorsabb és súlyosabb, továbbá gyakran extraarticularis manifesztáció is 
megfigyelhető. Összegzésként elmondható, hogy az RF ELISA-teszttel való kimutatása szűrő 
tesztként nem alkalmazható, általában akkor bizonyul hasznosnak a vizsgálat elvégzése, ha 
más, RA-ra utaló tüneteket is tapasztaltak a páciensnél. 
A rheumatoid faktor relatíve alacsony specifitása arra vezetett, hogy más, 
specifikusabb és érzékenyebb RA-autoantitestek után kutassanak. 
Az anti-ciklikus citrullinált peptid elleni antitest (anti-CCP) olyan peptidek ellen 
termelődik, melyek enzimatikus átalakítás során citrullinált formába kerültek (ez egy 
arginin-citrullin átalakulást jelent). Az anti-CCP antitestek közvetlenül a gyulladt régióban 
keletkeznek, RA-ban a citrullinált fehérjék a synoviumban lokalizálódnak. Az anti-CCP az RF-
nél kisebb érzékenységgel (66,4%), ám jóval nagyobb specifitással (97,1%) rendelkező 
szerológiai faktor. Az anti-CCP-teszt érzékenységét annak köszönheti, hogy a citrullinált 
peptidek elleni humorális immunválasz dysregulátiójának mechanizmusa RA-specifikus. Az 
autoantitest már a korai RA-ban is 40-60% valószínűséggel kimutatható, és az RF-negatív 
betegek 34,5%-ában is megtalálható, főleg a betegség korai szakaszában. Jelenléte utalhat 
ízületi destrukció és progresszív kórlefolyás későbbi kialakulására. 
Az anti-CCP és RF együttes előfordulása 28,9-szeres valószínűséggel 
predesztinálja az RA kialakulását az egészséges, anti-CCP-re és RF-re egyaránt szeronegatív 
populációhoz képest. 
 
1.2.3. A rheumatoid arthritis etiológiája 
Hasonlóan más autoimmun kórképekhez, az RA kiváltásában is számos 
egyidejűleg érvényesülő tényező játszik szerepet. Egyrészt fontos a genetikai hajlam, 
másrészt, feltételezhető valamilyen mikrobiális ágens által kiváltott infekció szerepe is, és 
részt vehetnek benne valódi autoimmun mechanizmusok is. Minthogy az RA végső soron 
egy krónikus gyulladás kialakulásával jár, a betegség inkább tekinthető úgynevezett 
„immunoinflammatórikus” kórképnek, mint valódi autoimmun megbetegedésnek. 
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1.2.3.1. Környezeti faktorok 
A kórkép kialakításában esetlegesen szerepet játszó környezeti faktorokkal 
kapcsolatban számos tanulmány született, ám következtetéseik egymásnak ellentmondóak: 
míg a dohányzás feltételezhetően elősegíti az RA manifesztálódását, addig az alkohol – úgy 
tűnik – ezzel ellentétes hatással bír. A kávéfogyasztás, az orális fogamzásgátlók szedése, az 
obezitás és az elsőfokú rokonok közötti skizofrénia előfordulása szintén növelik a hajlamot, 
hatásuk azonban függ a beteg szerológiai sajátságaitól, például az anti-CCP-státusztól. Egy 
dán tanulmány szerint egyedül a nőbetegek életkora a menarche idején mutat szignifikáns 
prediszpozíciót a betegségre, függetlenül a beteg anti-CCP-szerológiájától. 
Számos kutató feltételez valamilyen bakteriális vagy virális infekciót az RA 
hátterében: leginkább a Mycobacteriumok, Streptococcusok, Proteus, Chlamydia fajok, 
parvovirus B19, rubeola-, és HIV-vírusok kerültek a kutatás fókuszába, de kétséget kizáróan 
egyikük hajlamosító mivolta sem nyert igazolást1. Feltételezhetően csak meghatározott 
genetikai hátterű egyéneknél érvényesülhet egyik vagy másik infektív ágens kóroki szerepe. 
 
1.2.3.2. Genetikai faktorok 
Monozigóta és dizigóta ikreken végzett kutatások arra utalnak, hogy az RA 
kialakulásában mintegy 60%-ra tehető a genetikai faktorok szerepe. A fennmaradó 40%-ért 
a fent tárgyalt környezeti tényezők felelősek. 
A genetikai prediszpozíció körülbelül felét teszi ki a humán leukocita antigén 
(HLA) génkomplex meghatározott variánsainak jelenléte, míg a hajlam további 
kialakításában illetve növelésében egymástól független gének és ezek polimorfizmusainak 
egyike-másika (esetleg sok különböző variáns együttes jelenléte) vesz részt. 
 
1.2.3.2.1. A HLA génkomplex 
A rheumatoid arthritis és más autoimmun betegségek genetikai hátterének 
kutatása során legelőször a HLA-génkomplex hajlamosító, és a betegség lefolyását döntően 
meghatározó szerepére derült fény. 
A HLA-gének által kódolt MHC (major histocompatibility complex)-molekulákat 
három osztályba sorolhatjuk. A rheumatoid arthritis tekintetében a II. osztályba tartozó 
molekulákról (MHC-II.) érdemes szót ejtenünk. Ezek olyan immunoglobulin szerkezetű 
sejtfelszíni glikoproteinek, melyek az antigén-prezentációban játszanak szerepet. 
Közreműködésük szükséges a humorális és celluláris immunválasz együttes kiváltásához. 
Leginkább a B- és aktivált T-sejtekben, valamint makrofágokban expresszálódnak. 
Az MHC-II. molekulákat kódoló génlókuszokat HLA-DR, DQ és DP nevekkel jelölik, 
és mindegyik lókusz számos alléllal rendelkezhet. A HLA-gének szoros kapcsoltságban állnak 
egymással, így egy egységként (haplotípusként) öröklődnek. 
Patogenetikai szempontból a betegséggel asszociált MHC-molekulatípusok a 
DRB-lánc harmadik hipervariábilis régiójában egy meghatározott és erőteljesen konzervált, 
öt aminosavból álló szekvenciát hordoznak, melyet megosztott (shared) epitópnak 
nevezünk. Ezen szekvenciákat bizonyos, az RA kialakulásában feltehetőleg szerepet játszó 
mikroorganizmusok is hordozzák, és az antigén-prezentáció során kiemelt affinitással 
prezentálódnak. 
Újabb kutatások kiderítették azonban, hogy a Gregersen-féle shared epitóp 
hipotézis a valóságban nem állja meg maradéktalanul a helyét, minthogy a kaukázusi 
népesség 45%-a hordozza a shared epitópot anélkül, hogy RA-ban szenvedne. 
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1.2.3.2.2. Egyéb hajlamosító gének 
A rheumatoid arthritis heterogén klinikai képe arra engedett következtetni, hogy a 
kórkép etiológiájában a HLA mellett még számos más gén és azok polimorfizmusai is 
szerepet játszanak. Az azonosított genetikai ágensek közt elsősorban az RA 
patogenezisében kiemelt jelentőséggel bíró citokinek, kemokinek és ezek receptorait 
kódoló gének mutációit, polimorfizmusait találjuk. Ezen polimorfizmusok közül – a teljesség 
igénye nélkül - néhány az interleukin-1 (IL-1), IL-1 promoter, tumor-nekrózis-faktor-α (TNF 
α) promoter, az interferon-γ (IFNγ), IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, a CCR5 kemokin-receptor, a 
p53 tumor-szupresszor, az NFKBIL1 (Nuclear factor kappa-B inhibitor-like 1 gén), és a STAT4 
(signal transducer and activator of transcription 4 gén) génekben lokalizálódik, és napjainkig 
ezen variánsok prediszpozáló szerepe a leginkább alátámasztott.  
 
2. VIZSGÁLATI CÉLKITŰZÉSEK 
 
2.1. Genetikai variánsok 
Munkánk során olyan gének és azok polimorfizmusainak előfordulási gyakoriságát 
és esetleges hajlamosító jellegének vizsgálatát tűztük ki célul, melyek esetében magyar 
populációra vonatkozó adatok korábban nem voltak fellelhetőek a nemzetközi 
irodalomban. Igyekeztünk olyan géneket választani, melyeknek az RA kialakulásában illetve 
lefolyásában betöltött szerepe valamely okból nem volt egyértelmű: az irodalmi adatok 
alapján populációfüggő hatással bírt, vagy csupán az RA betegpopuláció valamely 
meghatározott alcsoportjában bizonyult relevánsnak. 
 
2.1.1. PADI4 gén variánsai által kódolt haplotípusok 
A peptidil-arginin-deimináz (PADI) enzimeket kódoló gének az 1p36 kromoszóma-
régióban lokalizálódnak. Az általuk kódolt enzimek a fehérjék poszt-transzlációs 
citrullinálását katalizálják. A négyféle enzim közül a PADI4 bizonyult az RA szempontjából 
fontosnak. A PADI enzimek által deiminált proteinek kimutathatók a neurodegeneratív 
léziókban, ahol fokozott mértékű apoptózis zajlik, valamint leukocitákban is megfigyelték a 
jelenlétüket in vitro apoptózis-indukálást követően. 
A citrullinált fehérjék ellen a szérumba anti-CCP és más RA-specifikus 
autoantitestek választódnak ki. Az anti-CCP – az RF mellett - a rheumás betegek egyik 
legspecifikusabb és legszenzitívebb markere, így feltételezhető, hogy a citrullinálás 
folyamata az RA patomechanizmusának egyik fontos mozzanata. Könnyen beláthatjuk, hogy 
a citrullinálást végző enzimeket kódoló génekben történő változások közvetve (az enzimek 
aminosav-szekvenciáját és ezáltal immunológiai funkcióját érintve) szerepet játszhatnak a 
kórkép kialakulásában. Ázsiai populációkon végzett tanulmányok arra a következtetésre 
jutottak, hogy valóban léteznek olyan természetesen előforduló PADI4-gén (MIM 605347) 
variánsok, melyek növelik az RA kialakulásának esélyét. Ezzel szemben európai (brit, francia, 
spanyol) népcsoportokban ezidáig nem sikerült bizonyítani az ázsiaiakban vizsgált variánsok 
hajlamosító voltát. Mindössze egyetlen német publikáció számol be arról, hogy a PADI4 gén 
egy funkcionális haplotípusa összefügghet a betegséggel. 
Célunk az, hogy 1) meghatározzuk a magyar RA-betegpopulációban előforduló 
PADI4-haplotípusokat és azok gyakoriságát, 2) teszteljük, hogy valamely haplotípus 
hordozása jelent-e megnövekedett hajlamot az RA kialakulására, és 3) megvizsgáljuk, hogy 
van-e különbség az egyes, szerológiai tulajdonságaik alapján meghatározott RA-
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alcsoportokban a haplotípusok előfordulása és gyakorisága között. Utóbbi kérdésünkre a 
válasz arra is magyarázatot adhat, van-e összefüggés valamely haplocsoport hordozása és 
az anti-CCP illetve RF antitestek jelenléte között. 
 
2.1.2. PTPN22 gén, 1858C/T variáns 
A protein tirozin foszfatáz gén (PTPN22; MIM 600716) egy lymphocitákban 
expresszálódó gén, mely az intracelluláris protein-tirozin-foszfatáz 22-es nem-receptor 
típusának kódolásáért felelős. Az általa meghatározott fehérje lymphoid-specifikus foszfatáz 
(Lyp) néven is ismert. A PTPN22 gén 1858C/T variánsát tekintve bizonyítást nyert, hogy 
számos autoimmun betegség, köztük az 1. típusú diabetes mellitus, a szisztémás lupus 
erythematosus, egyes thyroidititisek és a rheumatoid arthritis kifejlődésének rizikóját is 
növeli. A 1858C/T szubsztitúció a fehérjetermék 620. kodonjában egy arginin  triptofán 
cserét eredményez (R620W). Ez a változás a PTPN22 fehérje SH3 kötőhelyének 
konformációját módosítja, ezáltal megváltoztatja a molekula kötődését az intracelluláris c-
src protein-tirozin-kinázhoz (Csk). Fiziológiásan ez a két molekula egymáshoz kötődve 
inaktiválja a lymphocita-specifikus protein-tirozin-kinázt, amely a korai T-sejt-aktiváló 
rendszerek negatív regulációjában vesz részt. Összességében tehát a PTPN22 gén 1858T 
variánsa a módosult T-sejt-aktiváción keresztül szerepet játszhat olyan gyulladásos 
betegségek patológiás immunválaszának létrejöttében, mint amilyen például az RA is. 
A nemzetközi irodalomban ellentmondó eredmények jelentek meg arra 
vonatkozólag, hogy a beteg anti-CCP illetve RF-szeropozitivitása mennyiben befolyásolja a 
1858C/T variáns és a rheumatoid arthritis közötti, máskülönben szinte kétségkívül fennálló 
korrelációt. Célkitűzésünk tehát – azon túl, hogy magyar betegpopuláción először vizsgáljuk 
ezen PTPN22-variáns előfordulását és gyakoriságát - az volt, hogy választ kapjunk a 
kérdésre, miszerint a 1858C/T allél hordozása a beteg szerológiai sajátságaitól függetlenül 
jelent-e fokozott hajlamot RA-ra, vagy szerepe csupán az anti-CCP- illetve RF-szeropozitív 
szubpopulációban számottevő. 
 
2.1.3. CTLA4 gén, +49A/G és CT60 variánsok 
A citotoxikus T lymphocita-asszociált antigén (CTLA4) egy, a CD4+, CD8+ T-
sejtekben, valamint a B-sejtekben expresszálódó sejtfelszíni molekula. Expressziója illetve 
denzitása a sejt felszínén az adott T-sejt aktiváltsági állapotától függ. A CD28 molekulával 
ellentétben, amely az antigén-prezentáló sejteken lévő B7-1 vagy B7-2 receptorokhoz 
kötődve aktiváló szignált küld a T-sejtek felé, a CTLA4 inhibitoros faktorként van jelen a T-
sejt aktiváló rendszerekben. 
A CTLA4 gén (MIM 123890) polimorfizmusainak szerepét számos T-sejt által mediált 
autoimmun kórkép patomechanizmusában sikerült igazolni. Ilyen betegségek például az 1. 
típusú diabetes mellitus, a szisztémás lupus erythematosus, a Hashimoto thyroiditis, az 
Addison-kór, a Grave-kór, a sclerosis multiplex és a cöliákia. 
A két leggyakrabban vizsgált CTLA4-polimorfizmus, a Nistico által azonosított, és a 
gén 1. exonjában lokalizálódó +49A/G (T17A) tranzíció G allélja, valamint az Ueda és 
munkatársai által leírt másik, 3‘-UTR régióban lokalizálódó polimorfizmus, a CT60 (6230A/G) 
G variánsa egyes munkák szerint fokozza a rheumatoid arthritis kialakulására való hajlamot 
is, habár a nemzetközi álláspont e tekintetben nem tekinthető egységesnek. Míg jó néhány 
kutatás alátámasztja a két egypontos nukleotid polimorfizmus (single nucleotide 
polymorphism, SNP) RA-ban játszott szerepét, addig mások nem találtak összefüggést a 
betegség és a genetikai variánsok hordozása között.  
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Célunk az, hogy megvizsgáljuk a két polimorfizmus előfordulását és gyakoriságát a 
magyar betegpopulációban, különös tekintettel a két SNP által meghatározott 
haplotípusokra. 
 
2.1.4. IL-23R gén rs10889677C/A, rs2201841T/C és rs1884444G/T variánsai 
Az interleukin-23 citokin (IL23) és receptora (IL23R), valamint az azt kódoló gén csak 
nemrégiben került a kutatások fókuszába. Az IL23 fontos szerepet játszik a veleszületett és 
T-sejt által mediált gyulladásos folyamatok létrejöttében. Duerr és munkatársai az IL-23 
receptor génjének (GenBank NM_144701, GeneID 149233) 12 polimorfizmusát vizsgálták, 
és szoros összefüggést találtak egyes allélok hordozása és a gyulladásos bélbetegségek 
(inflammatory bowel diseases = IBD) között. Míg egyes variánsok fokozott hajlamot 
jelentenek IBD-re (rs10889677, rs2201841, rs1004819, rs11209032, rs1495965), addig 
mások védő szereppel bírnak (rs11209026, rs10489629, rs11465804, rs7517847, 
rs1343151), míg megint mások közömbösnek bizonyultak (rs7530511, rs1884444). 
Genetikailag deficiens állatokon végzett vizsgálatok arra utalnak, hogy az IL-23R 
génnek nemcsak a gyulladásos bélbetegségekben, hanem a kollagén-indukálta arthritisben 
is fontos szerepe lehet. Ezek a megfigyelések sarkalltak minket arra, hogy az IL-23R gén 
három kiválasztott variánsának előfordulását humán RA-populációban megvizsgáljuk. A 
Duerr által leírt polimorfizmusok közül két, Crohn-betegségre hajlamosító variánst: a 3‘-UTR 
régióban lokalizálódó rs10889677 allélt és a 7. intronban található rs2201841 variánst, 
valamint a közömbös rs1884444 SNP-t választottuk, mely utóbbi His3Gln cserével jár. 
 
3. BETEGEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 
 
3.1. A vizsgált beteganyag 
A munkánkhoz felhasznált DNS-minták mindegyike a Nemzeti Biobank Hálózatból 
(www.biobank.hu) származik, melynek létrehozásában és fenntartásában intézetünk is 
fontos szerepet vállalt. A biobankban ezidáig 452 rheumatoid arthritis-es beteg vérmintáját 
gyűjtöttük össze, de reményeink szerint ez a szám folyamatosan nőni fog. A mintáknak 
csaknem fele (n=236) a Pécsi Tudományegyetem saját gyűjtése, míg a többi mintát (n=216) 
a Debreceni Tudományegyetem bocsájtotta rendelkezésünkre. A betegek mindegyike az 
átlag magyar populáció tagja, így a betegcsoport a magyarországi kisebbségeket azok 
természetes előfordulási gyakoriságával reprezentálja. Csak olyan páciensek mintáit 
használtuk fel kutatásaink során, akik megfelelnek az American College of Rheumatology 
által felállított és világszerte elfogadott diagnosztikai kritériumoknak. 
A kontroll-csoportba 297 klinikailag egészséges személyt választottunk, akik 
mindegyike önkéntes véradók, valamint intézeteink hallgatói és dolgozói közül került ki. A 
kontrollok kor és nem szerinti megoszlását az RA-betegcsoport hasonló sajátságaihoz 
igazítottuk; a kisebbségi előfordulás a normális eloszlás szerinti volt. 
 
3.2. Szerológiai jellemzés 
Betegeink és kontrolljaink mindegyikének nem-hemolizált vérszérumából 
elvégeztük az RF kimutatására szolgáló Factor Screen ORG522S tesztet (ORGENTEC 
Diagnostika GmbH; Mainz, Németország). Az anti-CCP autoantitestek detektálására az Euro-
Diagnostica (Malmö, Svédország) által gyártott enzim-immunoassay-t alkalmaztuk. 
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Kontroll-csoportunkba csak olyan minták kerültek, melyek mind az RF, mind pedig 
az anti-CCP jelenlétére negatívnak bizonyultak. 
 
3.3. Genotípus elemzés 
A DNS-izolálást EDTA-val alvadásgátolt vérmintákból végeztük kisózásos 
módszerrel. A DNS-analízis kiindulópontja a polimeráz láncreakció (PCR) módszerével 
végzett amplifikáció, mely standard módon az adott szekvenciára specifikus, szintetikus 
oligonukleotid primerek, Taq-polimeráz, dNTP, puffer és genomiális DNS-templát 
jelenlétében zajlott. A PCR termék analizálása agaróz gélelektroforézissel, etidium bromidos 
festéssel, majd azt követő detektálása UV-megvilágítással történt. A vizsgálataink 
fókuszában lévő gének (PADI4, PTPN22, CTLA4, IL-23R) különböző 
mutációinak/polimorfizmusainak meghatározására restrikciós fragment-hosszúság 
polimorfizmus (RFLP) eljárásokat alkalmaztunk. 
A biobankban való tárolásra és a DNS-analízisekre etikai bizottsági engedély 
birtokában került sor. A vizsgálatok a Pécsi Orvostudományi és Egészségtudományi Központ 
Regionális Kutatás-etikai Bizottsága által 2000. július 10-én és 2003. február 4-én, valamint 
az Egészségügyi Tudományos Tanács Tudományi és Kutatás-etikai Bizottságának 2004. 
március 9-én kiadott engedélyei alapján történtek. Munkánk során betartottuk a 
nemzetközileg elfogadott, 1975-ös Helsinki Deklaráció ajánlásait is. 
 
3.3.1. PADI4 gén variánsai által kódolt haplotípusok 
Munkánk során minden betegben hat olyan PADI4-polimorfizmust 
genotipizáltunk, melyek haplotípust alkotva öröklődnek. A hat variáns a következő: 4 
exonikus PADI4 SNP: padi4_89 (163G/A, GenBank rs11203366), és padi4_90 (245T/C, 
GenBank rs11203367) a 2. exonban, padi4_92 (335C/G, GenBank rs874881) a 3. exonban és 
padi4_104 (349C/T, GenBank rs1748033) a 4. exonban; valamint 2 intronikus SNP: padi4_94 
(17535226C/T az 1. kromoszómán, GenBank rs2240340) és padi4_102 (17546809C/T az 1. 
kromoszómán, GenBank rs2240337). A természetesen előforduló haplotípusokat a 2. 
Táblázatban gyűjtöttük össze. A négy exonikus variáns mindegyike aminosav-cserét 
eredményez a fehérje-termékben, sorrendben ezek a módosulások a következők: Gly55Ser, 
Val82Ala, Gly112Ala, és Leu117Leu cserék. 
A célszekvenciák amplifikálásához a következő specifikus primerpárokat 
alkalmaztuk: padi4_89*G/A esetében forward 5’-CTC CTC ACT GCA TCC TCT GCT-3’ és 
reverse 5’-CTT TCA TCG TCA GGG TCA CCT CTA-3’; padi4_90*T/C esetében forward 5’-CAA 
AGT CCC ACG ATC TGC AAG-3’ és reverse 5’-AGG ACA CTA TGG CTG GAA GAA GC-3’; 
padi4_92*G/C esetében forward 5’-AGC TTT TTG CTT TCC CTC CAT T-3’ és reverse 5’-GTC 
TGA CTG GCT AGA AAC CAT GC-3’; padi4_94*C/T esetében forward 5’-CTC ACC AAC CTC 
TCC TGG TAC-3’ és reverse 5’-TCA CCA ATT GTG GGT TCA GA-3’; padi4_102*C/T esetében 
forward 5’-CTG GCC CAG GCA CCA CCA G-3’ és reverse 5’-AGG GTT TCG GCA GCT GTG CC -
3’, valamint padi4_104*C/T esetében forward 5’-CAT CAC AGT TGT GGC CCC G-3’ és reverse 
5’-GCG GGT GAT GTC TGC GCC C-3’. A mismatch bázisokat aláhúzással jelöltük. A PCR-
amplifikációkat a PADI4 gén és a további munkáink során (PTPN22, CTLA4, IL23R) is MJ 
Research PTC 200 thermal cycler készüléken végeztük. A PADI4 variánsok vizsgálata során a 
következő protokollt alkalmaztuk 35 PCR-cikluson keresztül: elődenaturáció 95ºC-on 2 
percig, denaturáció 94ºC-on 30 másodpercig, primer-kötődés 55ºC-on 30 másodpercig 
(padi4_102 és padi4_104 esetén 60oC-on, padi4_94 esetén pedig 57oC-on), DNS-szintézis 
72°C-on 30 másodpercig. A végső szintézis 72°C-on, 5 percig zajlott. 
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Az amplikonokat allél-specifikus endonukleázokkal emésztettük: padi4_89 esetén 
HaeIII, padi4_90 esetén MlsI, padi4_92 esetén HpaII, padi4_94 esetén KpnI, padi4_102 
esetén RsaI, és padi4_104 esetén PasI enzimmel inkubáltuk. Mint minden munkánk során, 
ez esetben is minden amplikon tartalmazott egy obligát enzim-hasító helyet annak 
érdekében, hogy az emésztés 100%-os hatékonyságát ellenőrizhessük. A restrikciós 
fragmentek elválasztásához agaróz gélen elektroforézist alkalmaztunk. A fragmentek 
vizualizálása UV-megvilágítással történt. 
 
3.3.2. PTPN22 gén, 1858C/T variáns 
A 1858C/T polimorfizmus (GenBank rs2476601) alléljainak meghatározásához 
PCR/RFLP módszert használtunk. A célszekvencia amplifikálásához a forward 5’-TTT TAG 
ACA TCA AAT GTT GCT CAG-3’ és reverse 5’-AAG AGA ATT TAT TTT GCT TTT TCC-3’ 
primerpárt terveztük és alkalmaztuk. A PCR-reakciót az alábbi kondíciók mellett végeztük 35 
PCR-cikluson keresztül: elődenaturáció 96ºC-on 3 percig, denaturáció 96ºC-on 30 
másodpercig, primer-kötődés 55ºC-on 30 másodpercig, DNS-szintézis 72°C-on 30 
másodpercig, a végső szintézis 72°C-on, 10 percig történt. 
Az amplikonokat RsaI restrikciós endonukleázzal (vagy izoschizomerével, az AfaI 
enzimmel) emésztettük. A C allél esetében 44, 223 és 421 bp hosszúságú fragmenteket, a T 
allél esetében pedig 267 és 421 bp hosszúságú DNS-szakaszokat különítettünk el agaróz gél-
elektroforézis segítségével. Heterozigóta genotípusú (TC) betegek mintájában mind a négy 
különböző hosszúságú fragment jelen volt. 
 
3.3.3. CTLA4 gén, A+49G és CT60 variánsok 
A CTLA4 gén +49A/G (GenBank rs231775) és CT60A/G (GenBank rs3087243) 
polimorfizmusainak PCR módszerrel történő ampilfikálásához a  +49G/A variánst tartalmazó 
szekvencia esetében következő primerpárt használtuk: 5’-CTT GAG GTT GTC TTT TCG AG-3’ 
(forward) és 5’-TAC TAA ATA CCT GGC GCT CT-3’ (reverse); míg a CT60 SNP-t magában 
foglaló szekvencia felerősítését a 5’-ATC TGT GGT GGT CGT TTT CC-3’ (forward) és 5’-TGG 
AAA CCA AAT GTG CTG AG-3’ (reverse) primerekkel végeztük. A PCR-reakció során 35 
cikluson keresztül a következő lépéseket alkalmaztuk: elődenaturáció 96ºC-on 3 percig, 
denaturáció 96ºC-on 45 másodpercig, primer-kötődés 56ºC-on 45 másodpercig, DNS-
szintézis 72°C-on 45 másodpercig, a végső szintézis 72°C-on, 10 percig történt. Az RFLP 
során a PCR-termékeket BseXI (+49A/G) illetve MaeII (CT60) restrikciós endonukleázokkal 
emésztettük meg. 
Az agaróz gélelektroforézist követően UV-megvilágítás alatt az alábbi fragmenteket 
detektáltuk: a +49A/G variáns meghatározásakor A allél esetén 39 bp és 541 bp, G allél 
hordozásakor 39 bp, 261 bp és 274 bp hosszú fragmenteket; CT60A/G vizsgálatakor A allél 
jelenlétében 202 bp és 403 bp, G allél jelenlétében pedig 151, 202 és 252 bp hosszúságú 
fragmenteket láttunk. Heterozigóták esetében mindkét meghatározásnál az összes 
lehetséges méretű fragment jelen volt. 
 
3.3.4. IL-23R gén rs10889677C/A, rs2201841T/C és rs1884444G/T variánsok 
A három kiválasztott IL23R polimorfizmust (GenBank rs10889677, rs2201841, 
valamint rs1884444) tartalmazó szekvenciák felerősítéséhez az alábbi oligonukleotid-
párokat alkalmaztuk: az rs10889677 esetében 5’-ATC GTG AAT GAG GAG TTG CC-3’ mint 
forward és 5’-TGT GCC TGT ATG TGT GAC CA-3’ mint reverse; az rs2201841 esetében 5’-
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GGC AAA AGG GAA TTG AGA GG-3’ mint forward és 5’-GGC CTA TGA TTATGC TTT TTC CTG-
3’ mint reverse; végül a rs1884444 variáns esetén 5’-CAG TCT TTT CCT GCT TCC AGA CAT 
GAA TC-3’ mint forward 5’-AAT AAA ATC ATA CTC TTG CCA ATG GCC C-3’ mint reverse 
primerek. A mismatch bázisokat aláhúzással jelöltük. 
Az RFLP során MnlI (rs10889677), HpyF3I (rs2201841), illetve PscI (rs1884444) 
restrikciós endonukleázokkal emésztettük a PCR-termékeket. Az rs10889677 amplikonjának 
emésztése C allél jelenlétében 61, 185 és 225 bp hosszúságú fragmenteket, míg A allél 
jelenlétében 185 és 286 bp emésztési termékeket eredményezett. Az rs2201841 
polimorfizmus T allélját 163 és 257 bp hosszú DNS-szakaszok, míg C allélját 25, 163 és 232 
bp hosszú fragmentek reprezentálták. Az rs1884444 SNP G allélja esetén 191 és 318 bp, T 
allélja esetén 28, 191 és 290 bp hosszú fragmenteket detektálhattunk. Heterozigóták 
mintájában mindhárom vizsgálatnál jelen volt az adott polimorfizmus mindkét alléljára 
jellemző összes fragment. 
 
3.4. Statisztikai analízis 
SPSS 11.5 programcsalád segítségével, χ2-tesztet és regressziós analízist 
alkalmaztunk a betegség és a vizsgált genetikai variáns, valamint a szerológiai jellemzők 
között fennálló összefüggések feltárására. 
Az IL23R gén polimorfizmusai közötti kapcsoltsági vizsgálatokhoz a Haploview 4.1 
programot használtuk. Az eredményeket az R2 korrelációs koefficienssel és a D’ 
valószínűségi változóval adtuk meg. 
 
4. EREDMÉNYEK 
 
4.1. PADI4 gén variánsai által kódolt haplotípusok 
Munkánk során 214 RA-beteg (41 férfi és 173 nő, átlag életkor 57,1 ± 14,5 év) és 
194 kontroll (108 férfi és 86 nő, átlag életkor 36,5 ± 10,5 év) DNS-mintáját genotipizáltuk. 
Mind a hat vizsgált egypontos nukleotid polimorfizmus esetében az allél-frekvenciákat 
Hardy-Weinberg equilibriumban találtuk a beteg- és a kontroll-populációban egyaránt. 
Az egészséges kontrollokhoz viszonyítva a variánsok egyike sem mutatott 
szignifikáns halmozódást a rheumás csoportban (az adatokat nem tüntettük fel). A 
padi4_102 variáns esetében a T allél jelentősen nagyobb előfordulási gyakoriságát 
tapasztaltuk a kontroll-csoportban, a betegek körében látottakhoz képest (15,2% vs. 24,4%; 
χ2=5,05; p=0,025; OR=0,54; 95%CI: 0,32-0,93). 
A vizsgált mintacsoportokban megtalálható haplotípusokat és előfordulási 
gyakoriságukat a 2. Táblázatban foglaltuk össze. A legnagyobb gyakoriságot az 1. haplotípus 
(amelyet a padi4_89*A, padi4_90*C, padi_92*C, padi4_94*C, padi4_102*C és padi4_104*C 
allélok együttes jelenléte jellemez), valamint a 2. haplotípus (padi4_89*G, padi4_90*T, 
padi4_92*G, padi4_94*T, padi4_102*C és padi4_104*T) mutatta. A genotipizálás során 
találtunk 1B haplotípust hordozó mintákat is (az elnevezések tekintetében Hoppe és mtsai. 
munkáját követtük), mely haplocsoportot a hat vizsgált SNP három különböző haplotípusra 
jellemző allélja határoz meg: a padi4_89*A, padi4_90*C és padi4_92*G allélok együttes 
előfordulása jellemzi. Az 1B haplotípus betegekben és kontrollokban tapasztalt gyakorisága 
azonban nem mutatott egymáshoz képest különösebb eltérést. Hasonlóképpen, egyik 
detektált haplotípus halmozódását sem tapasztaltuk a beteg-csoportban a kontrollokhoz 
képest. 
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Nem találtunk összefüggést a haplotípusok megoszlása és a betegség között az RF- 
illetve anti-CCP antitestek jelenléte alapján elkülönített rheumatoid arthritis-es 
szubpopulációkban sem, akár az egészséges kontrollokhoz viszonyítottuk őket, akár a 
szeropozitív és szeronegatív csoportokat hasonlítottuk egymáshoz (3. Táblázat). A mindkét 
szerológiai faktor (RF plusz anti-CCP) jelenlétére pozitív betegek körében tapasztalt 
haplotípus-profil sem mutatott eltérést az RF -és anti-CCP jelenlétére egyaránt negatívnak 
bizonyult páciensekéhez képest. 
 
4.2. PTPN22 gén, 1858C/T variáns 
Az 1858C/T variáns genotipizálása során 399 RA-beteg (86 férfi és 313 nő, átlag 
életkor 55,1 ± 14,5 év), valamint 107 kontroll (44 férfi és 63 nő, átlag életkor 58,3 ± 15,3 év) 
analízisét végeztük el. A genotípusok és a T allél RA– illetve kontroll-populációban tapasztalt 
eloszlását a 4. Táblázat szemlélteti. Az allélok gyakorisága az összes analizált csoportban 
megfelelt a normál Hardy-Weinberg megoszlásnak. 
A rheumás betegek körében a TC heterozigóta genotípus, valamint a T allél 
hordozása (TC és TT genotípusok együttvéve) szignifikáns halmozódást mutatott. Ezt a 
halmozódást nem csak a teljes RA-populációban, hanem az összes szeropozitív 
alcsoportban is megfigyeltük. Hasonlóképpen, a kontroll-csoporthoz viszonyítva a TT 
genotípus is emelkedett prevalenciával volt jelen. 
Bináris logisztikus regressziós analízis elvégzésével sikerült igazolnunk a betegség és 
az 1858T allél hordozása között fennálló korrelációt (4. Táblázat). A statisztikai elemzés 
rávilágított, hogy a T allélok száma és a rheumatoid arthritisre való hajlam közt markáns 
gén-dózis hatás áll fenn: két T allél jelenléte (TT genotípus) több, mint duplájára növeli a 
kórkép kialakulásának esélyét az egyetlen T allél hordozásához (TC genotípus) képest. 
 
4.3. CTLA4 gén, +49A/G és CT60 variánsok 
A két CTLA4 polimorfizmus meghatározását 428 RA-beteg (102 férfi és 326 
nő, átlag életkor 54,9 ± 14,5 év) és 230 egészséges kontroll (98 férfi és 132 nő, átlag 
életkor 57,4  16,1 év) mintáján végeztük el. Az allélok megoszlása minden vizsgált 
csoportban megfelelt a Hardy-Weinberg equilibrium elméletnek. 
Az 5. Táblázat a +49A/G és CT60 SNP-k genotípusainak és alléljainak 
megoszlását, valamint a +49*G- CT*60 haplotípus előfordulási gyakoriságát 
szemlélteti az összes általunk vizsgált betegcsoportban, illetve a kontrollok körében. 
Az RF- és/vagy anti-CCP szeropozitív RA-alcsoportokban a CT60*GG genotípus és a 
CT60*G allél szignifikáns halmozódását tapasztaltuk, a +49A/G variáns tekintetében 
azonban egyik allél gyakorisága sem mutatott különösebb eltérést az egészséges 
kontrolloknál megfigyeltekhez képest. 
Munkánk során megvizsgáltuk a lehetséges haplotípus kombinációk 
megoszlási mintázatát is. A +49*A–CT60*A, +49*A–CT60*G, +49*G–CT60*A, és 
+49*G–CT60*G haplotípusok közül, csupán a +49*G-CT60*G kombináció 
akkumulációját figyelhettük meg az RA-s betegcsoportban. További elemzések 
rávilágítottak arra, hogy a tapasztalt szignifikánsan megemelkedett haplotípus-
gyakoriságot a szeropozitív betegek túlsúlya eredményezi; a szeronegatív 
alcsoportban ugyanis nem találtunk hasonló halmozódást (5. Táblázat). 
A logisztikus analízisek alapján megállapítható, hogy a CT60*GG variáns 
hordozása már önmagában emelkedett rizikót jelent a rheumatoid arthritis RF- 
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és/vagy anti-CCP-szeropozitív formájának kialakulására (6. Táblázat). Hasonlóképpen, 
az említett csoportokban a CT60*G és +49*G allélok együttes hordozása is mintegy 
másfélszeresére növeli a betegség megjelenésének esélyét. A +49A/G variáns 
önmagában nem bizonyult hajlamosító tényezőnek. 
4.4. IL-23R gén rs10889677C/A, rs2201841T/C és rs1884444G/T variánsok 
A három kiválasztott IL23R variáns meghatározása során 412 rheumatoid 
arthritisben szenvedő beteg (96 férfi és 316 nő, átlag életkor: 54,9 ± 14,7 év) és 220 kontroll 
(115 férfi és 105 nő, átlag életkor: 41,7 ± 13,1 év) genotipizálására került sor. A genotípus- 
és allél-megoszlások minden tanulmányozott populációban a Hardy-Weinberg equilibrium 
szerint alakultak. 
A teljes RA-betegcsoportban az rs10889677AA genotípus mintegy kétszer 
gyakoribbnak bizonyult, mint a kontrollok körében (7. Táblázat). Az RF-, anti-CCP, illetve a 
mindkét faktorra nézve szeropozitív szubpopulációkban a genotípus előfordulási 
gyakoriságának hasonló emelkedését tapasztaltuk (7. Táblázat). Regressziós analízis 
segítségével igazoltuk, hogy az AA genotípus hordozása önmagában rizikófaktort jelent RA-
ra (7. Táblázat). 
Az rs2201841 egypontos nukleotid polimorfizmus CC genotípusa ennél is magasabb, 
több mint kétszeres gyakoriságot mutatott az RA-s csoportokban, mint a kontrollokban. 
Ennél a polimorfizmusnál a beteg szerológiai sajátosságai nem befolyásolták az 
rs2201841CC variáns hajlamosító szerepét: hordozása a betegség szeropozitív és 
szeronegatív típusára egyaránt emelkedett (több mint kétszeres) rizikót jelentett. 
Az rs10889677AA és az rs2201841CC genotípusok egyidejű hordozása a 
betegcsoportban a páciensek 9,95%-ára volt jellemző, míg a kontrollok csupán 3,64%-ában 
találtuk meg egyszerre mindkét hajlamosító variánst (p=0,008; az adatokat külön nem 
tüntettük fel). A kapcsoltsági analízis során a két említett variánsra R2=68 és D’=83 
értékeket kaptunk (1. Ábra). 
Ellentétben az rs10889677 és rs2201841 SNP-kkel, a harmadik vizsgált 
polimorfizmus, az rs1884444 genotípus- és allél-mintázata lényegében egyik vizsgált 
betegcsoportban sem tért el a kontroll-csoportban talált mintázattól (7. Táblázat). 
 
 
1. Táblázat: A PADI4 variánsok emésztése során keletkező allél-specifikus fragmentek 
hosszúsága bázispárban kifejezve 
 
PADI4 SNP ALLÉL 1 ALLÉL 2 
padi4_89 G       40    115 A       40   155 
padi4_90 T      108   177   593   770 C      108   770 
padi4_92 C      100   285 G      100   134   151 
padi4_94 C       21     87   204 T      108   204 
padi4_102 C       40   359 T        36     40   323 
padi4_104 C       22     98   169 T      120   169 
  
 
 
 
 
 
 
 
2. Táblázat A PADI4 gén haplotípusainak szerkezete és gyakorisága az RA- és kontroll populációkban 
 
Haplotípus SNP azonosítója (padi4_x) Haplotípus gyakorisága Regressziós analízis 
 89 90 92 94 102 104 
RA 
(n=334) 
Kontroll 
(n=260) 
χ2 p OR   (95%CI) 
            
      1. haplotípus A C C C C C 170   (50,9) 125   (48,1) 0,47 0,495 1,12   (0,81-1,55) 
      2. haplotípus G T G T C T   92   (27,5)   60   (23,1) 1,53 0,216 1,27   (0,87-1,84) 
      3. haplotípus G T G T T T   20   (5,98)   16   (6,15) 0,01 0,933 0,97   (0,49-1,91) 
      4. haplotípus G T G T C C   28   (8,38)   24   (9,23) 0,13 0,717 0,90   (0,51-1,59) 
      Egyéb* NÉ NÉ NÉ NÉ NÉ NÉ   29   (8,68)   34   (13,1) NÉ NÉ NÉ 
            
 
Az értékek az esetszámokat, valamint zárójelben feltüntetve a relatív gyakoriságokat jelentik %-ban kifejezve. 
NÉ: nem értelmezhető 
* Alacsony előfordulási gyakorisága miatt az 1B haplotípust az “Egyéb” haplotípusok közé soroltuk
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. Táblázat: A PADI4 SNP-k által alkotott haplotípusok megoszlása és előfordulási 
gyakorisága az RA-betegek RF- és anti-CCP szeropozitivitása alapján elkülönített 
alcsoportokban 
 
HAPLOTÍPUS RA-BETEGEK 
 
 RF anti-CCP RF és anti-CCP 
 
Pozitív 
(n=242) 
Negatív 
(n=92) 
Pozitív 
(n=214) 
Negatív 
(n=120) 
Pozitív-
pozitív 
(n=200) 
Negatív-
negatív 
(n=78) 
       
1. haplotípus 125 (51,7) 45   (48,9) 108 (50,5) 62   (51,7) 102   (51,0) 39   (50,0) 
2. haplotípus   68 (28,1) 24   (26,1)   63 (29,4) 29   (24,2)   59   (29,5) 20   (25,6) 
3. haplotípus   13 (5,37)   7   (7,61)   12 (5,61)   8   (6,67)   10   (5,00)   5   (6,41) 
4. haplotípus   22 (9,09)   6   (6,52)   19 (8,88)   9   (7,50)   18   (9,00)   5   (6,41) 
               Egyéb   14 (5,79) 10   (10,9)   12 (5,61) 12   (10,0)   11   (5,50)   9   (11,5) 
       
 
Az értékek az esetszámokat, valamint zárójelben feltüntetve a relatív gyakoriságokat jelentik %-ban 
kifejezve. 
  
 
 
 
 
4. Táblázat: A PTPN22 1858C/T variáns genotípusainak és alléljainak megoszlása az RA-betegek és a kontrollok körében (*p ≤0,05 vs. kontroll) 
 
 
 
 
RA-BETEGEK KONTROLLOK 
 
Összesen 
(n=399) 
RF-pozitív 
(n=299) 
anti-CCP-pozitív 
(n=286) 
RF + anti-CCP-pozitív 
(n=263) 
Összesen 
(n=107) 
CC   (%)          241   (60,4) 178   (59,5) 171   (59,8) 161   (61,2) 85   (79,4) 
TC   (%)          121   (30,3)   92   (30,8)   86   (30,1)   76   (28,9) 20   (18,7) 
TC+TT   (%) 158   (39,6)*   121   (40,5)*  115   (40,2)*   102   (38,8)* 22   (20,6) 
TT   (%)   37   (9,27)*    29   (9,69)*    29   (10,1)*     26   (9,89)*   2   (1,87) 
T   (%) 195   (24,4)*  150   (25,1)*  144   (25,2)*   128   (24,3)* 24   (11,2) 
OR (95% CI) TC+TT vs. 
kontrollok 
2,48 
(1,48-4,18) 
2,57 
(1,51-4,38) 
2,55 
(1,49-4,36) 
2,39 
(1.39-4.11) 
 
p 0,001 0,001 0,001 0,002  
OR (95% CI) TC vs. 
kontrollok 
1,89 
(1,10-3,24) 
2,00 
(1,15-3,49) 
1,88 
(1,07-3,28) 
1,81 
(1,03-3,19) 
 
p 0,022 0,015 0,027 0,040  
OR (95% CI) TT vs. 
kontrollok 
5,04 
(1,18-21,5) 
4,71 
(1,09-20,3) 
5,49 
(1,27-23,7) 
4,94 
(1,14-21,4) 
 
p 0,029 0,038 0,022 0,033  
 
Az értékek az esetszámokat, valamint zárójelben feltüntetve a relatív gyakoriságokat jelentik %-ban kifejezve.
  
 
 
 
5. Táblázat: A CTLA4 CT60 és +49A/G SNP-k genotípusainak és alléljainak, valamint a +49*G-CT60_G haplotípus megoszlása és 
előfordulási gyakorisága az RA-betegek RF- és anti-CCP szeropozitivitása alapján elkülönített alcsoportokban (*: p< 0,05 vs. kontroll) 
 
 
 RA-BETEGEK KONTROLLOK 
  RF anti-CCP RF és anti-CCP  
 Összesen 
(n=428) 
Pozitív 
(n=324) 
Negatív 
(n=104) 
Pozitív 
(n=310) 
Negatív 
(n=118) 
Pozitív-pozitív 
(n=286) 
Negatív-negatív 
(n=80) 
Összesen 
(n=230) 
         
CT60         
AA  (%)     84  (19,6)*     62   (19,1)*   22   (21,2)     59   (19,0)*   25   (21,2)     54   (18,9)* 17   (21,3)   64  (24,0) 
GA  (%) 199  (46,5) 143   (44,1)   56   (53,8) 131   (42,3) 68  (57,6) 122   (42,7) 47   (58,8) 109  (48,8) 
GA+GG  (%) 344  (80,4) 262   (80,9)   82   (78,8) 251   (81,0)   93   (78,8) 232   (81,1) 63   (78,8) 166  (78,4) 
GG  (%) 145  (33,9)*   119   (36,7)*   26   (25,0)   120   (38,7)*   25   (21,2)   110   (38,5)* 16   (20,0)   57  (27,1) 
G  (%) 489  (57,1)*   381   (58,8)* 108   (51,9)   371   (59,8)* 118   (50,0)   342   (59,8)* 79   (49,4) 223  (48,5) 
+49A/G         
AA  (%) 160  (37,4) 122   (37,7)   38   (36,5) 112   (36,1)   48   (40,7) 104   (36,4) 30   (37,5)   98  (42,6) 
GA  (%) 201  (47,0) 151   (46,6)   50   (48,1) 147   (47,4)   54   (45,8) 135   (47,2) 38   (47,5)   97  (42,2) 
GA+GG  (%) 268  (62,6) 202   (62,3)   66   (63,5) 198   (63,9)   70   (59,3) 182   (63,6) 50   (62,5) 132  (57,4) 
GG  (%)   67  (15,7)   51   (15,7)   16   (15,4)   51   (16,5)   16   (13,6)   47   (16,4) 12   (15,0)   35  (15,2) 
G  (%) 335  (39,1) 253   (39,0)   82   (39,4)  249   (40,2)   86   (36,4) 229   (40,0) 62   (38,8) 167  (36,3) 
+49*G-CT60*G         
   182  (21,3)* 147   (22,7)*   35   (16,8) 147   (23,7)*   35   (14,8)   134   (23,4)* 22   (13,8)   62  (13,5) 
         
 
Az értékek az esetszámokat, valamint zárójelben feltüntetve a relatív gyakoriságokat jelentik %-ban kifejezve.  
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6. Táblázat: A CT60*GG genotípus, a CT60_G allél és a  +49*G-CT60*G haplotípus hajlamosító szerepének feltárására végzett regressziós analízisek 
eredménye az RA-betegek RF- és anti-CCP szeropozitivitása alapján elkülönített alcsoportokban, a kontrollokhoz viszonyítva. 
 
 
RA-BETEGEK 
  
RF anti-CCP RF és anti-CCP 
 Összesen Pozitív Negatív Pozitív Negatív Pozitív-pozitív Negatív-negatív 
        
CT60*GG  
      OR (95% CI) 
      p 
 
1,56 (1,09-2,23) 
0,016 
 
1,76 (1,21-2,56) 
0,003 
 
1,01 (0,59-1,73) 
0,966 
 
1,92 (1,32-2,79) 
0,001 
 
0,82 (0,48-1,39) 
0,455 
 
1,90 (1,29-2,78) 
0,001 
 
0,76 (0,41-1,42) 
0,386 
CT60*G 
      OR (95% CI) 
       p 
 
1,42 (1,13-1,78) 
0,003 
 
1,52 (1,20-1,93) 
0,001 
 
1,15 (0,83-1,60) 
0,410 
 
1,58 (1,24-2,02) 
<0,001 
 
1,06 (0,78-1,46) 
0,145 
 
1,58 (1,23-2,03) 
<0,001 
 
1,04 (0,72-1,49) 
0,845 
+49*G – CT60*G 
      OR (95% CI) 
      p 
 
1,73 (1,27-2,37) 
0,001 
 
1,88 (1,36-2,61) 
<0,001 
 
1,30 (0,83-2,04) 
0,256 
 
2,00 (1,44-2,76) 
<0,001 
 
1,12 (0,71-1,75) 
0,626 
 
1,96 (1,41-2,73) 
<0,001 
 
1,02 (0,61-1,73) 
0,931 
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7. Táblázat: A három vizsgált IL23R-polimorfizmus genotípusainak és alléljainak megoszlása 
az RA-betegek és a kontrollok körében (*p ≤0,05 vs. kontroll) 
 
 RA-BETEGEK KONTROLLOK 
 
Összesen 
(n=412) 
RF-pozitív 
(n=310) 
Anti-CCP pozitív 
(n=293) 
RF- és anti-CCP 
pozitív 
(n=272) 
Összesen 
n=220 
rs10889677      
CC 183  (44,4%)    135  (43,5%) 129  (44,0%)    118  (43,4%)     96  (43,6%) 
AC 180  (43,7%)    136  (43,9%) 132  (45,1%)    123  (45,2%)   111  (50,5%) 
AC+AA 229  (55,6%)    175  (56,5%) 164  (56,0%)    154  (56,6%)   124  (56,4%) 
AA   49  (11,9%)*      39  (12,6%)*       32  (10,9%)*          31  (11,4%)*     13  (5,91%) 
OR (95% CI) AA vs. 
CC+AC 
2,15 
(1,14-4,06) 
2,29 
(1,19-4,40) 
1,95 
(0,99-3,82) 
2,05 
(1,04-4,02) 
 
p 0,018 0,013 0,050 0,037  
      
rs2201841      
TT   178  (43,2%)     127  (41,0%)      122  (41,6%)         109  (40,1%)   101  (45,9%) 
CT   180  (43,7%)     140  (45,2%)      133  (45,4%)         126  (46,3%)   106  (48,2%) 
CT+TT   234  (56,8%)     183  (59,0%)      171  (58,4%)         163  (59,9%)   119  (54,1%) 
CC     54  (13,1%)*       43  (13,9%)*        38  (13,0%)*           37  (13,6%)*     13  (5,91%) 
OR (95% CI) CC vs. 
TT+CT 
2,40 
(1,28-4,51) 
2,56 
(1,34-4,89) 
2,37 
(1,23-4,57) 
2,51 
(1,30-4,85) 
 
p 0,006 0,004 0,010 0,006  
      
rs1884444      
GG   118  (28,6%)       78  (25,2%)        74  (25,3%)           65  (23,9%)     55  (25,0%) 
GT   281  (68,2%)     220  (71,0%)      210  (71,7%)         198  (72,8%)   162  (73,6%) 
GT+TT   294  (71,4%)     232  (74,8%)      219  (74,7%)         207  (76,1%)   165  (75,0%) 
TT     13  (3,16%)       12  (3,87%)          9  (3,07%)             9  (3,31%)       3  (1,36%) 
OR (95% CI) TT vs. 
GG+GT 
2,36 
(0,66-8,36) 
2,91 
(0,81-10,4) 
2,29 
(0,61-8,57) 
2,48 
(0,66-9,26) 
 
p 0,185 0,101 0,218 0,178  
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1. Ábra: A három vizsgált IL23R polimorfizmus kapcsoltsági analízise. 
a) az R2 korrelációs koefficiens értékei;  b)  a D’ valószínűségi változó értékei.  
 
 
5. EREDMÉNYEK MEGBESZÉLÉSE ÉS KÖVETKEZTETÉSEK 
 
A rheumatoid arthritis egy igen gyakori, immunoinflammatórikus kórkép, mely 
feltételezhetően környezeti, mikrobiális és genetikai faktorok szimultán jelenlétének 
eredőjeként alakul ki. A betegség etiológiájában mintegy 60%-ra tehető a genetikai 
prediszpozíció, melynek feléért a HLA-génkomplex meghatározott variánsai felelősek. A 
kórkép heterogén klinikai képe előrevetítette, hogy számos más gén részt vehet, és 
bizonyítottan részt is vesz az öröklött hajlam kialakításában. Célunk az volt, hogy olyan, a 
magyar populációban korábban nem vizsgált géneket és polimorfizmusaikat 
tanulmányozzuk a rendelkezésünkre álló beteganyagon és egészséges kontrollokon, 
amelyek RA-ban játszott szerepe a nemzetközi irodalmi adatok alapján még kérdéseket vet 
fel. 
A kiválasztott polimorfizmusok genotipizálása során PCR-reakciót követő RFLP-
módszert alkalmaztunk, majd az eredményeket chi-négyzet tesztek segítségével 
hasonlítottuk össze. A vizsgált variáns és a betegség közt esetlegesen fennálló korrelációt 
regressziós analízisekkel teszteltük. 
A PADI4 gént mint rizikó faktort elsőként a japán Suzuki és munkacsoportja 
azonosította. Más ázsiai tanulmányok alátámasztották a PADI4 gén variánsainak 
kockázatnövelő természetét, európai populációkban azonban nem sikerült bizonyítani a gén 
és a betegség között fennálló asszociációt; egyetlen német tanulmány utal csupán a 
kapcsolatra. Ismert tény, hogy más génekhez hasonlóan az autoimmun betegségekre 
hajlamosító genetikai variánsok előfordulása is populációfüggő gyakoriságot mutat, 
beleértve a PADI4 gént is. Miután az ősmagyar alapító törzsek Ázsiából érkeztek a Kárpát-
medencébe, felvetődött bennünk a kérdés: vajon őrzünk-e még valamit az ázsiai genetikai 
gyökerekből, azaz a PADI4 vajon hajlamosítónak bizonyul-e a magyar populációban, vagy 
más európai népekhez hasonlóan nem mutatható ki összefüggés a PADI4 gén 
meghatározott variánsai és az RA között. 
a) b) 
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Vizsgálataink során egyik azonosított és természetesen előforduló PADI4-genotípus 
illetve haplotípus halmozódását sem tapasztaltuk az RA-betegek körében a kontrollokhoz 
képest; még abban az esetben sem, amikor külön tanulmányoztuk az anti-CCP illetve RF 
faktorokkal rendelkező és nem rendelkező betegeket. Eredményeink alapján arra 
következtetünk, hogy a vizsgált magyar populációban a PADI4 önmagában nem jelent 
fokozott rizikót RA-ra; e tekintetben tehát a magyarság nem különbözik más európai 
népcsoportoktól. 
A PTPN22 gén 1858C/T variánsának T allélja a T-sejt aktiváció módosításán keresztül 
játszik szerepet az autoimmun megbetegedésekben, így a rheumatoid arthritisre is jellemző 
pathológiásan felfokozott immunválasz kialakításában. A polimorfizmus jelentősége az RA 
patomechanizmusában az irodalmi adatok alapján egyértelműnek tűnik, ellentmondást 
jelent azonban, hogy egyes kísérletek az 1858T variáns hajlamosító természetének 
univerzalitását támasztják alá, míg mások azt hangsúlyozzák, hogy csupán a betegség RF- 
és/vagy anti-CCP-szeropozitív típusában tekinthető rizikófaktornak a hordozása. 
Saját beteganyagunkon az 1858TC és 1858TT genotípusok, valamint az 1858T allél 
jelentősen gyakoribbnak bizonyultak, mint a kontroll-csoportban. A jelenség a teljes RA-
populációban megfigyelhető, de a páciensek szerológiai sajátságai alapján történő további 
elemzések rávilágítottak arra, hogy a halmozódás statisztikailag is szignifikáns volta az RF 
és/vagy anti-CCP-szeropozitív betegek túlsúlyának köszönhető csupán. 
A regressziós analízisek felfedték, hogy az 1858T allél RA-ra hajlamosító 
természetében markáns gén-dózis hatás érvényesül: egyetlen T allél hordozása (TC 
heterozigóta genotípus) mintegy duplájára emeli a betegség kialakulásának rizikóját, míg az 
allél két példánya (TT homozigóta genotípus) már 4,9-5,5-szeres hajlamot jelent. A 
jelenségre a gén által kódolt Lyp molekula működése szolgál magyarázattal: feltehetőleg 
csak az 1858C (Arg620) variáns alkalmas arra, hogy komplexet alkosson a Csk-kinázzal, míg 
az 1858T nem képes rá. Heterozigótákban tehát a CC genotípusúakhoz viszonyítva csökken 
a Lyp-Csk komplexek mennyisége, homozigótákban pedig egyáltalán nincs mód a komplex 
kialakulására. Végső soron a T sejt-aktiváció inhibícója zavart szenved: minél kevesebb 
működőképes Lyp-Csk komplex van jelen, a sejt annál hiperaktívabb lesz, és ez generálja az 
autoantigénekkel szembeni destruktív immunválaszt. 
A CTLA4 gén bizonyos polimorfizmusai számos autoimmun kórkép kialakulásának 
kockázatát növelik. Rheumatoid arthritis esetében a rendelkezésre álló irodalmi adatok 
alapján azonban a CTLA4 hajlamosító szerepe nem tekinthető minden kétséget kizáróan 
igazoltnak. Munkánk során a két leggyakrabban vizsgált CTLA4 egypontos nukleotid 
polimorfizmus genotipizálását végeztük el. Megvizsgáltuk eloszlásukat és esetleges 
korrelációjukat a betegséggel minden szerológiailag jellemzett RA-alcsoportban és az 
egészséges kontrollokban. Különös figyelmet szenteltünk a +49A/G és CT60 allélok által 
alkotott haplotípusok előfordulási gyakoriságának. 
A kontroll-csoporthoz viszonyítva a CT60 polimorfizmus GG genotípusa, valamint a 
CT60*G allél emelkedett prevalenciát mutatott a teljes RA-csoportban. A további elemzések 
rávilágítottak, hogy a megnövekedett gyakoriságot a szeropozitív betegek túlsúlya 
eredményezi: míg a szeropozitív alcsoportokban hasonló genotípus- és allél-megoszlást 
találtunk, addig a szeronegatívok körében látott genetikai profil statisztikailag nem 
különbözött a kontroll-csoportban tapasztaltaktól. 
Az anti-CCP és/vagy RF-szeropozitív alcsoportokban a CT60*G allél jelenléte 
mintegy másfélszeresére emelte az RA genetikai kockázatát a CT60*AA genotípusú 
betegekhez képest. Ezen eredményünk összhangban van a korábbi irodalmi adatokkal is. 
Azoknál a betegeknél, akik a CT60*GG genotípust hordozták, tehát a G allél két példányával 
is rendelkeztek, a betegség relatív kockázata a kétszeresére emelkedett az AA 
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genotípusúakéhoz képest. Ezek az adatok egyfajta gén-dózis függést sejtetnek a G allél 
hajlamosításban játszott szerepében annak ellenére, hogy a két G allélt hordozók RA-
kockázata számszerűen nem a duplája az egyetlen G alléllal rendelkezőknél tapasztaltnak.  
A +49A/G variáns vizsgálata során nem találtunk számottevő különbséget a betegek 
és a kontrollok genotípus- illetve allél-megoszlása között. További elemzéseink felfedték, 
hogy amennyiben a +49*G és a CT60*G allélok együttesen vannak jelen a betegben, akkor 
az RA-ra való hajlam mintegy kétszeresére nő az egyéb haplotípusokhoz képest. A jelenség 
azonban csak az anti-CCP és/vagy RF-autoantitesteket hordozó szubpopulációkra 
korlátozódik. 
Vizsgálataink alapján tehát arra következtethetünk, hogy a +49A/G polimorfizmus 
önmagában nem emeli az RA kockázatát, de a CT60*G alléllal kombinálva – mely 
egymagában is bír hajlamosító szereppel - fokozza annak prediszponáló hatását. 
Az IL23R gén és genetikai variánsai a közelmúltban kerültek az RA-kutatás 
fókuszába. Néhány polimorfizmusról bebizonyosodott, hogy szerepet játszanak a 
gyulladásos bélbetegségek genetikai kockázatának kialakításában. Miután az IL23R 
jelentőségét RA-ra vonatkozólag még korábban nem vizsgálták, célunk az volt, hogy két 
Crohn-betegségre hajlamosító és egy Crohn-betegségben semlegesnek aposztrofált 
polimorfizmus genotipizálásával teszteljük az IL23R és az RA közt esetlegesen fennálló 
asszociációt. 
A magyar RA populációban az rs10889677AA és az rs2201841CC genotípusok 
halmozódását tapasztaltuk az egészséges kontrollokhoz képest. A regressziós analízisek 
igazolták a két variáns hajlamosító természetét. Ellentétben a PTPN22 és CTLA4 gének 
vizsgált polimorfizmusaival, az IL23R gén ezen két variánsának RA-kockázatot fokozó jellege 
a beteg anti-CCP és RF-szerológiájától függetlennek bizonyult. Az rs10889677AA és 
rs2201841CC genotípusok egyidejű hordozása jóval gyakrabban fordult elő a beteg-
csoportban, mint a kontrollok körében, ami arra utal, hogy az IL23R gén több 
polimorfizmusa együttesen –haplotípusként - alakítja ki a gén hajlamosító jellegét. Ezen 
kölcsönhatás fennállását a kapcsoltsági analízis eredményei is alátámasztják. 
Újabb kutatások igazolták, hogy az IL23R gén az RA mellett számos más autoimmun 
kórkép etiológiájában is jelentőséggel bírhat. Ez a tény különösen fontos lehet az 
autoimmun betegségben szenvedők kezelésének szempontjából, minthogy az anti-p40 
terápia az IL-12 és IL-23 molekulák funkcióját is gátolja, ezáltal hozzájárul a patológiásan 
fokozott immunválasz redukálásához. A valódi személyre szabott kezelés megvalósulásához 
természetesen további vizsgálatok szükségesek, de az IL23/IL17 molekuláris tengely 
jelentőségének felfedezése mindenképpen új perspektívákat eredményez. 
Az általunk végzett genetikai vizsgálatok eredményei végső soron hozzájárulnak a 
rheumatoid arthritis genetikai hátterének pontosabb megismeréséhez és megértéséhez, 
amely pedig elengedhetetlen a betegség korai diagnózisához, valamint hozzájárulhat új 
terápiás célpontok azonosításához. Természetesen szükség van további genetikai variánsok 
azonosítására és körültekintő genotípus-fenotípus elemzésekre is, hiszen az egyre bővülő 
ismeretanyag csak így vezethet el az effektív prevencióhoz, illetve az RA-ban szenvedő 
betegek hatékonyabb kezeléséhez. 
6. EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 
 
I. Eredményeink arra utalnak, hogy magyar rheumatoid arthritis betegpopulációban a 
PADI4 gén vizsgált polimorfizmusai (padi4_89, padi4_90, padi4_92, padi4_94, 
padi4_102, padi4_104) és az általuk alkotott haplotípusok egyike sem hajlamosít a 
betegségre. 
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II. A vizsgált populációban a PTPN22 gén 1858C/T variánsa, valamint a CTLA4 gén CT60 
polimorfizmus G alléljának hordozása RF- és/vagy anti-CCP szeropozitív rheumatoid 
arthritis-típus esetén fokozza a kórkép kialakulásának esélyét. Az 1858T allél 
kifejezett, míg a CT60 variáns G allélja enyhe gén-dózis hatással érvényesül a 
rheumatoid arthritis patomechanizmusában.  
 
III. Elemzéseink alapján a CTLA4 gén +49A/G variánsa önmagában nem járul hozzá a 
rheumatoid arthritis genetikai prediszpozíciójának kialakításához, a CT60*G alléllal 
együttesen azonban fokozza az utóbbi hajlamosító hatását. 
 
IV. Az IL23R gén három genotipizált variánsa (rs10889677, rs2201841, rs1884444) 
közül az rs10889677 és rs2201841 polimorfizmusok AA illetve CC genotípusának 
hordozása a rheumatoid arthritis kialakulására nézve kockázatot jelent; ez független 
a beteg RF- illetve anti-CCP-szerológiai státuszától. 
 
V. Az rs10889677AA és rs2201841CC genotípusok gyakori együttes hordozása és az 
elvégzett kapcsoltsági vizsgálatok arra engednek következtetni, hogy az IL23R gén 
polimorfizmusai haplotípust alkotva, együttesen formálják a gén rheumatoid 
arthritisben játszott szerepét. 
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1. INTRODUCTION 
 
1.1. Autoimmune diseases in general 
Autoimmunity is a biological phenomenon, an essential part of the mechanism of 
life. Despite the fact that autoimmune reactions are continuously occurring in an 
organism – also at molecular, cell and physiogical levels – sometimes severe or even 
fatal diseases based on abnormal immune-regulation (mostly due to the dysfunction of 
autoreactive T cells and autoantibodies) may occur.  
Autoimmunity works as a result of a network-like regulation, depending on several 
components. The defect of any component included, or the gene it is coded by, can lead 
to the alteration of the normal function of the immune system, and to the development 
of an autoimmune disease. 
All autoimmune diseases are characterized by the abnormal immune-tolerance 
against own antigens, and all of them are associated with certain genetic factors. 
Autoimmune diseases can be divided into two groups: organ-specific diseases, like 
diabetes mellitus, intestinal bowel diseases (ulcerative colitis, Crohn’s disease), psoriasis 
or autoimmune thyroiditis affect only one organ system, while systemic diseases, like 
systemic lupus erythematosus, systemic sclerosis, Sjögren’s syndrome and rheumatoid 
arthritis are spread through the whole body. 
 
 
1.2. Rheumatoid arthritis 
 
1.2.1. The clinical manifestation of rheumatoid arthritis 
Rheumatoid arthritis (RA) is the most frequent systemic autoimmune disease 
affecting approximately 1% of the human population including Hungary. RA is present in 
the whole world, but in Africa it occurs more rare. RA shows its highest prevalence 
among North-American inhabitants (Pima and Chippewa tribes). According to the 
observation RA affects approximately 2.5 times more women, than men. 
         Rheumatoid arthritis is manifested with the chronic inflammation of small joints, 
becoming gradually even more destructive. In severe forms RA might also have 
extraarticular symptoms. Without appropriate treatment, patients might be hindered in 
their normal lifestyle, even disability and permanent disablement can develop. 
Symptoms are usually present symmetrically on both sides of the body. Most frequent 
symptoms are pain, stiffness of the joints, swollen peripheral joints, regional 
osteoporosis and ankylosis, although the clinical manifestation might be quite 
heterogeneous.  
Symptoms can arise at any age however they usually develop between the age of 
40 and 70.  Joint destruction of synovial origin usually come forward within the first two 
years of the disease and can be diagnosed using radiographic methods. MRI helps in the 
detection of synovial hypertrophies, bone oedema and other early erosive alterations 
already within the first four months.  
 
1.2.2. Serological characteristics 
The diagnosis of RA is based on both imaging and laboratory techniques, 
complemented by the evaluation of the clinical symptoms. Although several serological 
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tests are available, two factors of high sensitivity and specifity for RA should be 
discussed. Both are easily measured from the peripheral blood. 
 Rheumatoid factor (RF) is an autoantibody, directly binding to the Fc-region of 
normal human immunoglobuline-G (IgG) molecule, but its binding to other 
immunoglobuline-isotypes (IgE, IgM, IgA) has also been observed. In clinical diagnostics, 
the measurement of the IgM-RF immune-complex is most commonly applied. This 
complex is at present in 75% of RA patients, while the other 25% is negative for the test, 
despite they do show several specific symptoms of the disease. Additionally, RF can 
occur even in patients not suffering from RA, but having certain infections or other 
rheumatologic diseases. According to the observations, smoking and coffee 
consumption can facilitate the accumulation of RF. The detection of RF already before 
the onset of RA-specific clinical symptoms is possible only in 19.3% of all cases. Taking all 
these into account, the specifity and the prognostic value of RF is rather low. However, 
the severity and rapidity of destruction can be easily estimated in the light of RF-
serology. Usually, RF-positive patients develop a more severe type of the disease and 
are affected even by extraarticular manifestations.  
As a conclusion, RF-testing using ELISA should not be regarded as a screening method, 
but can be useful when other symptoms alluding to RA are observed in a patient. 
The relatively low specifity of RF has lead to the investigation of other, more 
specific and sensitive RA-autoantibodies. 
         Anti-cyclic citrullinated peptide (anti-CCP) autoantibodies are produced against 
peptides that become citrullinated in the course of the activity of specific enzymes. Anti-
CCP autoantibodies are accumulated directly within the inflamed region: they are 
located in the synovium. Anti-CCP shows a slightly lower sensitivity than RF (66.4%), but 
it is characterized with a much higher specifity (97.1%) than that. This high sensitivity is 
caused by the RA-specific mechanism of the dysregulation of humoral immune response 
against citrullinated peptides. Anti-CCP can be detected even in early RA (in 40-60% of 
the cases), and is also present in 34.5% of RF-negative patients, particularly in the early 
phase of RA. The presence of anti-CCP might allude to the later onset of severe joint 
destruction and progressive procession of the disease. 
The coexistence of anti-CCP and RF predestinates the development of RA with the 
probability of 28.9 times, compared to the healthy population negative for both 
serofactors.  
 
1.2.3. The etiology of rheumatoid arthritis 
Similarly to other autoimmune diseases, the coexistence of several different factors 
is responsible for the precipitation of RA. Besides genetic predisposition, an infection 
caused by a microbial organism and also real autoimmune mechanisms play important 
roles in the generation of the disorder. As RA is usually accompanied with a chronic 
inflammation, it should be regarded as a so called „immunoinflammatoric” disease, 
rather than a real autoimmune disorder. 
 
1.2.3.1. Environmental factors 
Several studies on the possible environmental factors contributing to the etiology 
of RA have been published, although the findings are rather conflicting: while smoking 
seems to facilitate the manifestation of RA, alcohol is suspected to have an opposite 
effect. The predisposition to RA is also raised by coffee consumption, oral 
contraceptives, obesity and schizophrenia among first-degree relatives. However the 
relevance of these factors is highly dependent on the serological status of the patients 
(e.g.: anti-CCP positivity). According to a study performed in Denmark, only the age of 
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women at the time of menarche shows a significant correlation with the development 
of RA, independent from any serological characteristics. 
A bacterial or viral infection behind RA is also commonly suspected: mostly 
Mycobacteria, Sptreptococcus species, Proteus and Chlamydia species, Parvovirus B19, 
Rubella and HIV viruses have been investigated, although none of them proved to 
undoubtedly effect the evolving of RA. It is suspected, that these infectious agents 
predominate only in patients carrying certain genetic conditions. 
 
1.2.3.2. Genetic factors 
Monozygotic and dizygotic twin studies suggest that the significance of the genetic 
factors in the etiology of RA is approximately 60%. The environmental factors discussed 
above might be responsible for the other 40%.  
The presence of certain variants of the human leukocyte antigen gene complex 
(HLA) explains approximately half of the genetic predisposition, while several other and 
independent genes and their polymorphisms contribute to the formation of the overall 
genetic predisposition. Sometimes the coexistence of more variants is needed to 
develop the predisposing genetic conditions.  
 
1.2.3.2.1. The HLA gene-complex 
While investigating the genetic background of rheumatoid arthritis and other 
autoimmune diseases, the HLA-gene complex was the first to be proven to influence 
the development and the process of RA. 
The MHC (major histocompatibility complex) molecules coded by the HLA-genes 
can be divided into three groups. Regarding RA, the molecules of group II (MHC-II) 
should be discussed. These are cell-surface proteins with immunoglobulin structure, 
and play role in antigen-presentation. Their role is essential in initiating both humoral 
and cellular immune responses. MHC-II molecules are mainly expressed in 
macrophages, B cells and activated T cells. 
The gene loci coding MHC-II molecules are nominated as HLA-DR, DQ and DP, and 
each locus have several alleles. HLA-genes show a strong linkage to each other, 
therefore they are usually inherited as a unit (haplotype). 
The MHC-molecules associated with RA have a certain and much conservated 
sequence consisting of 5 amino acids in the third hipervariablility region of the DRB-
chain. This sequence is called the shared epitope, and is suspected to be carried by 
microorganisms playing role in the development of RA. During antigen-presentation 
these epitopes are suspected to be presented with a particular affinity. 
Latest investigations has however revealed, that the shared epitope hypothesis by 
Gregersen discussed above, does not undoubtedly stand for RA, as 45% of the 
Caucasian population do carry the shared epitope without developing RA ever. 
 
1.2.3.2.2. Other susceptibility genes 
The heterogenic clinical manifestations of rheumatoid arthritis suggested that 
besides HLA several other genetic factors and their polymorphisms might play a role in 
developing the genetic predisposition of RA.  
Among the identified genetic agents, mainly genes coding molecules of particular 
significance (cytokines, kemokines and their receptors) can be found. Some of these 
polymorphisms are located in the following genes: interleukin-1 (IL-1), IL-1 promoter, 
tumor-nekrosis-factor-α (TNF α) promoter, interferon-γ (IFNγ), IL-3, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
12, a CCR5 kemokine-receptor, p53 tumor-supressor, az NFKBIL1 (Nuclear factor kappa-
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B inhibitor-like 1 gene), and STAT4 (signal transducer and activator of transcription 4 
gene).  
 
 
 
 
2. AIMS 
 
2.1. Genetic variants 
The aim of our work was to investigate the frequency and the possible predisposing 
nature of genes and polymorphisms already suspected to correlate to RA, but which 
had not been investigated in Hungarian populations earlier. We tried to select genes 
the role of which in the pathogenesis of RA seemed not to be obvious: their significance 
might depend on the population examined or are only relevant in certain 
subpopulation of RA patients. 
 
 
2.1.1. Haplotypes encoded by PADI4 gene variants 
The peptidylarginine deiminase citrullinating enzymes (PADIs; E.C. 3.5.3.15.) are 
involved in the post-translational deimination of arginine residues to citrulline in 
proteins. Citrullination partially unfolds the proteins via loss of the positive charge in 
the arginine moiety, which can affect the antigenicity of the protein chains. PADIs play a 
specific role in the pathogenesis of rheumatoid arthritis, as citrullinated proteins are 
the targets of anti-citrullinated peptide antibodies (ACPAs), including that against the 
cyclic citrullinated peptide (anti-CCP), which is the most sensitive RA-specific 
autoantibody. The antibodies are usually generated at an early stage of the disease.  
Amongst the naturally occurring variants of the PADI4 gene, some have been found 
to confer susceptibility to RA in Asian populations. Recent studies on Europeans, 
including British, French and Spanish Caucasian populations, could not confirm these 
findings. Only one German case-control study showed an association of a functional 
haplotype with the disease.  
Variations in the amino acid sequence of the PADIs can influence their 
immunological features; these variants can have different immune responses and 
ultimately the coded characters can thereby affect the production of ACPAs. The aim of 
this present study was to: (i) defi ne the haplotypes and their frequencies in a 
Hungarian population of RA patients; (ii) test if any of the haplotypes can confer 
susceptibility for RA in the average population; and (iii) study the haplotype distribution 
in serologically characterized subgroups and to test thereby the possible associations of 
the haplogroups with anti-CCP or RF positivity, alone or in combination.  
 
2.1.2. PTPN22 gene, 1858C/T variant 
 It is well-known that different autoimmune disorders may share common 
susceptibility loci. One of these loci is a protein tyrosine phosphatase gene (PTPN22; 
MIM 600716), which is expressed in lymphocytes and encodes the intracellular protein 
tyrosine phosphatase nonreceptor type 22, also known as lymphoid-specific 
phosphatase (Lyp). The C1858T allele of this gene has been suggested to increase the 
risk for developing several autoimmune diseases, like type 1 diabetes, systemic lupus 
erythematosus, Grave’s disease, Hashimoto thyroiditis and rheumatoid arthritis. The 
C1858T substitution results in an arginine to tryptophan change in codon 620 of the 
protein product. This non-synonymous change affects the proline-rich SH3 binding site 
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of the PTPN22 protein, and can modify its binding to the intracellular c-src protein 
tyrosine kinase (Csk). Normally, these molecules act together in inactivating the 
lymphocyte-specific protein tyrosine kinase, involved in the negative regulation of the 
early T cell activating systems. Thus, the PTPN22 1858T variant can be responsible for 
the pathogenic immune-response in inflammatory diseases like RA, via the affected T 
cell activation process. 
 Controversial results have been published about the significance of rheumatoid 
factor and of anti-CCP seropositivity in relation with the role of C1858T variant in the 
development of RA. The aim of our work was to characterize these relationships in 
serologically stratified Hungarian RA patients. 
 
2.1.3. CTLA4 gene, +49A/G andCT60 variants 
 The cytotoxic T lymphocyte associated antigen (CTLA4) is a well-known co-signalling 
molecule of the B7 receptor immunoglobulin family. CTLA4 is expressed by CD4+, CD8+, 
T and B lymphocytes, and is located on the surface of the cell. Its expression and its 
density on the cell surface is affected by the activation of the T lymphocytes. Contrary 
to CD28, which transmits a stimulatory signal to the T cells by binding to B7-1 or B7-2 
receptors on antigen presenting cells, CTLA4 is an inhibitory factor in T-cell activating 
systems. 
 The CTLA4 gene polymorphisms are reportedly associated with a variety of T cell 
mediated autoimmune diseases such as type 1 diabetes mellitus, systemic lupus 
erythematosus, Hashimoto thyroiditis, Addison disease, Grave’s disease, multiple 
sclerosis and celiac disease. Previous investigations on the association of CTLA4 with RA 
resulted in controversial outcomes. 
Nistico et al. identified a +49A/G transition polymorphism of the leader sequence in 
exon 1, resulting in a threonine to alanine change at position 17 of the amino acid 
sequence. In patients carrying the homozygous GG genotype the hydrophobic alanine is 
inserted into the highly conservative sequence of the CTLA4 leader peptide. This slight 
alteration of the leader peptide may affect the intracellular transport of the CTLA4 
protein and its availability on the cell surface. As GG homozygotes have fewer 
functionally active CTLA4 molecules on the cell surface of the T lymphocytes, fewer B7-
CTLA4 associations can form, leading to a less efficient CTLA4-mediated T cell inhibition. 
As a consequence, a significantly increased T cell proliferation can be observed, 
compared to AA homozygotes. 
Another polymorphism, the CT60 (A6230G) allele in the 3’-UTR region encodes either a 
protective A variant or a predisposing G variant for autoimmune diseases. The G allele 
is associated with lower mRNA levels of the soluble CTLA4 isoform. Both the +49A/G 
and the CT60A/G variants have been reported to confer risk for rheumatoid arthritis, 
however, the results are controversial, some findings affirm the role of the SNPs in RA, 
while others could not reveal any association. The aim of our study was to examine the 
distribution of these two SNPs in Hungarian RA patients separately and in haplotype 
combinations. 
 
2.1.4. IL23R gene,  rs10889677C/A, rs2201841T/C and rs1884444G/T variants 
Interleukin-23 is a heterodimeric proinflammatory cytokine composed of a p19 
subunit and the p40 subunit, which one is also part of IL-12. IL-23 plays a central 
regulatory role in the differentiation of native CD4+ T cells into IL-17-producing T helper 
cells. IL-23 also acts on neutrophils and macrophages to induce the generation of other 
inflammatory cytokines, such as IL-1, IL-6, and TNF-α. Furthermore, it has an effect on 
CD8+ T cells and γδ T cells that also produce IL-17. Taken together, IL-23 plays a unique 
7 
 
function in the initiation and perpetuation of innate and T cell-mediated inflammation. 
IL-23 affects memory T cells and inflammatory macrophage function through the 
engagement of the IL23R.  
The IL23R gene located on chromosome 1p31 encodes one subunit of the receptor. 
In a recent study, Duerr et al. found an association between this IL-23 receptor gene 
and inflammatory bowel diseases, and they reported several independent functional 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the gene and its neighbouring region which 
either conferred strong protection against, or marked susceptibility to Crohn’s disease 
and ulcerative colitis in non-Jewish subjects. In previous studies using genetically 
deficient animals, experimental evidence has been presented that IL-23 has also unique 
features in the autoimmune destruction-associated events not only in inflammatory 
bowel diseases, but also in collagen-induced arthritis. Therefore, we hypothesized that 
functional variants of the IL23R gene can have also role in human RA, and we studied 
the prevalence of selected representatives of the IL23R gene in this disease group. 
From the IL23R variants reported by Duerr et al. for Crohn’s disease we chose the 
rs10889677 allele, which affects the exon-3’UTR of the gene, and the rs2201841, which 
is an SNP in intron 7; both of them have been reported as susceptibility genes. Besides 
them, the distribution of the neutral rs1884444 allele, which associates with His3Gln 
change in the extracellular domain, was also determined. 
 
 
3. MATERILAS AND METHODS 
 
3.1. Patients 
The DNA samples of the patient group were obtained from a central pool governed 
by our Department as part of the Central National Biobank Network of Hungary 
(www.biobank.hu). We have collected the blood samples of 452 rheumatoid arthritis 
patients, but we do hope that this number will be constantly increasing. Approximately 
half of the samples (n=236) was collected by the University of Pécs, while 216 other 
samples were provided by the University os Debrecen. In general, the DNA samples 
were derived from the average Caucasian Hungarian population; the minorities were 
thereby randomly included at their natural distribution rate. Only patients fulfilling the 
diagnostic criteria of the American College of Rheumatology for rheumathoid arthritis 
were selected for the study.  
The control group consisted of 297 clinically healthy individuals, who had no 
evidence of any clinical, laboratory or history records for any metabolic disorder or 
systemic illness, including autoimmune diseases. They all were blood donor volunteers, 
students and staff members of our departments. The age and gender distribution of the 
control group was matched to the similar characteristics of the patient group. 
 
3.2. Serology testing 
The sera from non-hemolyzed blood of each RA-patient and control was tested for 
the presence of RF- and anti-CCP autoantibodies using the Rheumatoid Factor Screen 
ORG522S test by ORGENTEC Diagnostika GmbH (Mainz, Germany) and the enzyme 
immunoassay of Euro-Diagnostica (Malmö, Sweden), respectively. Only subjects 
negative for the presence both RF- and anti-CCP were allowed to serve as controls. 
 
3.3. Genotype analysis 
Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a routine 
desalting method. The DNA analyses started with the amplification of the target 
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sequences, applying polymerase chain reaction (PCR) method. Amplification was 
performed in MJ Research PTC 200 thermal cyclers under appropriate conditions, in the 
presence of synthetic sequence specific oligonucleotide primers, Taq-polymerase, 
dNTPs, buffer and genomic DNA-template. The amplified products were separated by 
agarose gel electrophoresis and visualized by ethidium bromide staining. The variants of 
the genes in our focus (PADI4, PTPN22, CTLA4, IL23R) were genotyped performing 
specific restriction fragment length polymorphism (RFLP) methods. During the entire 
study period the guidelines and regulations approved by the local Research-Ethical 
Committee of the Medical and Healthyscience College of Pecs in 10.07.2000., 
04.02.2003., and 09.03.2004. were followed. 
 
3.3.1. Haplotypes encoded by PADI4 gene variants 
Genomic DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a routine 
desalting method. We examined four exonic PADI4 SNPs: padi4_89 (163G/A, GenBank 
rs11203366), and padi4_90 (245T/C, GenBank rs11203367) in exon 2, padi4_92 
(335C/G, GenBank rs874881) in exon 3 and padi4_104 (349C/T, GenBank rs1748033) in 
exon 4 and two intronic SNPs of the same gene, padi4_94 (17535226C/T on 
chromosome 1, GenBank rs2240340) and padi4_102 (17546809C/T on chromosome 1, 
GenBank rs2240337). The nomenclature followed is that of Suzuki et al. The naturally 
occurring haplotypes are listed in Table 1. Each of the exonic genetic variants are 
associated with an amino acid change in the protein products: a Gly55Ser, Val82Ala, 
Gly112Ala, and Leu117Leu modification, respectively. 
The following primers were designed and used to amplify the examined sequences: 
for padi4_89*G/A forward 5’-CTC CTC ACT GCA TCC TCT GCT-3’, reverse 5’-CTT TCA TCG 
TCA GGG TCA CCT CTA-3’; for padi4_90*T/C forward 5’-CAA AGT CCC ACG ATC TGC 
AAG-3’, reverse 5’-AGG ACA CTA TGG CTG GAA GAA GC-3’; for padi4_92*G/C forward 
5’-AGC TTT TTG CTT TCC CTC CAT T-3’ and reverse 5’-GTC TGA CTG GCT AGA AAC CAT 
GC-3’; for padi4_94*C/T forward 5’-CTC ACC AAC CTC TCC TGG TAC-3’ and reverse 5’-
TCA CCA ATT GTG GGT TCA GA-3’; for padi4_102*C/T forward 5’-CTG GCC CAG GCA 
CCA CCA G-3’ and reverse 5’-AGG GTT TCG GCA GCT GTG CC-3’, and for padi4_104*C/T 
forward 5’-CAT CAC AGT TGT GGC CCC G-3’ and reverse 5’-GCG GGT GAT GTC TGC GCC 
C-3’. The mismatch bases are underlined. The PCR amplifi cations were performed on 
MJ Research PTC 200 thermal cyclers according to the following protocol: initial 
denaturation at 95ºC for 2 min followed by 35 cycles of denaturation at 94ºC for 30 sec, 
annealing at 55ºC for 30 sec (at 60ºC in the case of padi4_102 and padi4_104, and at 
57ºC in the case of padi4_94) and extension at 72ºC for 30 sec. Final extension was 
carried out at 72ºC for 5 min. The amplicons were digested with allele-specific 
restriction endonucleases, HaeIII for padi4_89, MlsI for padi4_90 HpaII for padi4_92, 
KpnI for padi4_94, RsaI for padi4_102 and PasI for padi4_104. In all amplicons there 
was an obligatory cleaving site to enable us to control the efficacy of the digestion.  
 
3.3.2. PTPN22 gene, 1858C/T variant 
 The C1858T functional variant (GenBank rs2476601) was examined using a PCR-
RFLP-assay. The specific primer pair used for the amplification of the target sequence 
was the following: 5’-TTT TAG ACA TCA AAT GTT GCT CAG-3’ (forward) and 5’-AAG AGA 
ATT TAT TTT GCT TTT TCC-3’ (reverse). The PCR amplification was performed on MJ 
Research PTC200 thermal cyclers using the appropriate reaction conditions. The 688 bp 
amplicons were digested with Rsa I (or with the isoschisomer Afa I) restriction 
endonuclease. The amplicon contained an obligatory cleavage site to control the 
efficacy of the enzyme digestion. For allele C fragments with 44, 223 and 421 bp lenghts 
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could be detected; while for the T allele 267 and 421 bp fragments were detectable. In 
heterozygous subjects (TC) all four different fragments were present. 
 
 
 
3.3.3. CTLA4 gene, +49A/G and CT60 variants 
The +49A/G (GenBank rs231775) and the CT60 A/G alleles (GenBank rs3087243) 
were examined by PCR RFLP methods. For the amplification of the target sequences the 
following primers were designed: 5’-CTT GAG GTT GTC TTT TCG AG-3’ (forward) and 5’-
TAC TAA ATA CCT GGC GCT CT-3’ (reverse) primers for +49G/A; and 5’-ATC TGT GGT 
GGT CGT TTT CC-3’ (forward)  and 5’-TGG AAA CCA AAT GTG CTG AG-3’ (reverse) 
primers for CT60. The PCR amplifications were performed on MJ Research PTC 200 
thermal cyclers using the following conditions: initial denaturation at 96ºC for 3 min 
followed by 35 cycles of denaturation at 96ºC for 45 sec, annealing at 56ºC for 45 sec 
and extension at 72ºC for 45 sec. The final extension was 10 minutes at 72ºC.  
The amplicons were then digested by restriction endonucleases, +49A/G by Bse 
XI and CT60 by Mae II, as recommended by the manufacturer (Fermentas International 
Inc., Burlington, Ontario, Canada). In both methods designed the amplicon contained an 
obligate restriction cleavage site allowing us to monitor the efficacy of the enyzme 
digestion. After agarose gel electrophoresis and visualization under UV light the 
following fragments could be detected: 39 bp and 541 bp for the +49A/G A allele; 39 bp, 
261 bp and 274 bp fragments for the G allele; 202 bp and 403 bp for the CT60 A allele, 
and 151, 202 and 252 bp long fragments in the case of the G allele. In heterozygotes, all 
the possible fragments of the examined variants were at present. 
 
3.3.4. IL23R gene,  rs10889677C/A, rs2201841T/C and rs1884444G/T variants 
PCR-RFLP methods were applied to test the alleles of the IL-23 receptor gene 
(GenBank NM_144701, GeneID 149233), using the following forward and reverse 
primers: 5’-ATC GTG AAT GAG GAG TTG CC-3’ and 5’-TGT GCC TGT ATG TGT GAC CA-3’ 
for rs10889677; 5’-GGC AAA AGG GAA TTG AGA GG-3’ and 5’-GGC CTA TGA TTA TGC 
TTT TTC CTG-3’ for rs2201841; and 5’-CAG TCT TTT CCT GCT TCC AGA CAT GAA TC-3’ 
and 5’-AAT AAA ATC ATA CTC TTG CCA ATG GCC C-3’ for rs1884444 alleles.  
For RFLP tests MnlI, HpyF3I and PscI restriction endonucleases were used, 
respectively; each primer sets were designed to make an obligate cleavage site on the 
amplicon to enable us to control the efficacy of the digestion. In two primers we had to 
introduce mismatch bases to generate artificial cleaving sites (underlined in the 
sequence). The digestion of the amplicon of rs10889677C resulted in 61, 185 and 225 
bp bands, while the A allele was indicated by 185 and 286 bp digestion products. The 
rs2201841T allele resulted in 163 and 257 bp fragments, while the C allele in 25, 163 
and 232 bp bands. The rs1884444G allele was characterized by bands with 191 and 318 
bp, while for the T allele 28, 191 and 290 bp digestion products could be detected. 
 
3.4. Statistical analysis 
 Statistical analysis was carried out using SPSS 11.5 for Windows. We performed 
binary logistic regression analyses and chi-square tests to reveal the possible 
associations between the genetic and serological characteristics. 
During the linkage studies of the examined IL23R gene polymorphisms the 
Haploview 4.1. program was used. Results are expressed with the R
2
 correlation 
coefficient and the D’ variate. 
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4. RESULTS 
 
4.1. Haplotypes encoded by PADI4 gene variants 
 
The allele frequencies for all the PADI4 single nucleotide variants of the six 
examined loci were in Hardy-Weinberg equilibrium both in the RA and the control 
subjects. None of the variants showed significant accumulation in RA patients 
compared to controls (Table 2). For padi4_102, the prevalence rate of the T allele was 
signifi cantly higher in the control group than in the patients with RA (15.2% vs 24.4%; 
χ2 = 5.05; p =0.025; OR = 0.54; 95%CI: 0.32-0.93). The haplotype frequencies are shown 
in Table 2. Haplotype 1 (characterized by padi4_89*A, padi4_90*C, padi_92*C, 
padi4_94*C, padi4_102*C and padi4_104*C) and haplotype 2 (padi4_89*G, 
padi4_90*T, padi4_92*G, padi4_94*T, padi4_102*C and padi4_104*T) were the most 
frequent. We also detected haplotype 1B (classification by Hoppe et al), which is 
formed from three different haplotypes determined by the six SNPs studied. 
Coexistence of the padi4_89*A, padi4_90*C and padi4_92*G alleles was common in 
these. Frequency of the 1B haplotype did not differ significantly between cases and 
controls. There was no accumulation of any haplotypes in the RA patients compared 
with the controls. None of the haplotypes showed an increased frequency in the RF- 
and anti-CCP-positive RA subjects (Table 3). Moreover, no difference was observed in 
the distribution of the PADI4-haplotypes in patients with combined seropositivity (RF 
plus anti-CCP), nor in patients with combined seronegativity. 
 
4.2. PTPN22 gene, 1858C/T variant 
Table 4 shows the distribution of the PTPN22 C1858T genotypes and the T allele 
observed in patients and controls. The alleles were in Hardy-Weinberg equilibrium in all 
examined groups. 
The frequency of the TC genotype and the carriage of the 1858T variant, defined as 
the carriage of TC+TT genotypes together was significantly increased in the overall RA 
population and the specific seropositive subgroups (characterized by patients with the 
presence of RF- and/or anti-CCP). A similar increase in the prevalence of the TT 
genotype was observed in these groups. Besides, we could not detect a statistically 
significant accumulation of the T variant in the subpopulation seronegative for both 
examined serofactors. 
Regression analyses using an unadjusted model, and models adjusted to age and 
gender were performed to evaluate the possible correlation between the 1858T allele 
and the disease susceptibility. Carriage of the T allele was associated with the 
development of RA using the crude assay (data not shown); and the correction for age 
and gender also confirmed the T allele as independent susceptibility factor (Table 4). A 
marked gene dosage effect was verified for the 1858T genotype. The binary regression 
analysis used to study the whole RA population and the serologically different subsets 
of patients revealed, that the association of the TT genotype with the development of 
RA was more than twice as strong as found for the heterozygous T genotype (Table 4). 
 
4.3. CTLA4 gene, +49A/G and CT60 variants 
The study comprised of 428 cases with RA and 230 healthy controls. Upon isolation 
of genomic DNA from all patients and controls, we performed genotyping using PCR-
RFLP methods specific for CTLA4 variants +49 A/G and CT60. 
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Table 5 presents our findings, the allele frequencies of the CT60 and +49A/G SNPs and 
of the +49*G-CT60*G haplotype in the patients and controls. The CT60*GG genotype 
and the CT60*G allele frequencies showed a significant increase in the RF- and/or anti-
CCP-seropositive RA-populations, while no difference was observed in the distribution 
of the +49A/G alleles compared to the healthy controls. All alleles studied here were in 
Hardy-Weinberg equilibrium in both the patient and control groups. 
We also tested the frequencies of the possible haplotypic combinations and their 
significance. Comparing the prevalences of the +49*A – CT60*A , +49*A – CT60*G,  
+49*G – CT60*A , and +49*G – CT60*G combinations, the +49*G - CT60*G haplotype 
was found to accumulate in the entire RA patient population, and further analysis 
revealed that it was present at significantly elevated frequencies in the seropositive 
groups (Table 5). 
The bivariate logistic regression analyses adjusted to age and gender revealed that 
the CT60*G and CT60*GG variants represent independent risk for the development of 
RF-, anti-CCP-seropositive and combined types of RA (Table 6). Similarly, the 
simultaneous presence of the CT60*G and +49*G alleles showed an approximately 1.5-
fold increase in disease susceptibility considering the RF- and/or anti-CCP-seropositive 
cases. The +49*G variant alone was not found to confer risk for the disease. 
 
4.4. IL23R gene,  rs10889677C/A, rs2201841T/C and rs1884444G/T variants 
The genotyping of the three IL23R variants under our scope was performed on 412 
rheumatoid arthritis patients (96 male and 316 female, average age of 54,9 ± 14,7 
years) and 220 controls (115 male and 105 female, average age of 41,7 ± 13,1 years). 
The prevalence rates of the examined IL23R variants are shown in Table 7. All the 
genotype and allele distributions were in Hardy-Weinberg-equlibrium both in the 
patient groups and in the controls. 
The rs10889677 AA genotype was increased by approximately 2-fold in the RA 
population; similar prevalence rates were observed in subjects with RF, anti-CCP, and 
combined RF plus anti-CCP seropositivity. The logistic regression analysis revealed, that 
the AA genotype represents an independent risk factor for the development of 
rheumatoid arthritis. 
Similarly, for the rs2201841 allele the prevalence of the CC genotype showed more 
than 2-fold increase in the RA groups compared to the controls. RF, anti-CCP, and 
combined RF plus anti-CCP seropositivity did not affect allele distribution. Regression 
analysis model revealed, that similarly to the rs10889677 variant, carrying the 
rs2201841 CC genotype alone confers a more than 2-fold risk for RA. 
The AA rs10889677 and CC rs2201841 alleles were simultaneously present in 9.95% 
of RA patients, while this rate was only 3.64% in the controls (p=0.008), data not 
shown). 
Contrary to the rs10889677 and rs2201841 alleles, there was no difference in the 
distribution of any variants of rs1884444 allele in any group of patients. 
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Table 1: The length of restriction fragments derived from the digestion of the examined 
PADI4 variants (base-pairs) 
 
PADI4 SNP ALLELE 1 ALLELE 2 
padi4_89 G       40    115 A       40   155 
padi4_90 T      108   177   593   770 C      108   770 
padi4_92 C      100   285 G      100   134   151 
padi4_94 C       21     87   204 T      108   204 
padi4_102 C       40   359 T        36     40   323 
padi4_104 C       22     98   169 T      120   169 
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Table 2: Haplotype structure and frequency in the PADI4 gene. 
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Table 3: Haplotype distribution and frequencies of PADI4 SNPs in RA patients positive for rheumatoid factor (RF), anti-CCP or both. 
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Table 4: Prevalence of the PTPN22 C1858T allele variants in patients with RA and in the controls. 
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Table 5: The distribution and frequencies of the CTLA4 CT60 and +49A/G genotypes and alleles, and the +49*G-CT60*G haplotype 
stratified by RF- and anti-CCP-seropositivity in patients versus controls. 
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Table 6: The results of the binary logistic regression analyses considering the CT60*GG genotype, the CT60*G allele, and the +49*G-CT60 
*G haplotype in RA patients stratified by RF- and anti-CCP-seropositivity versus controls. 
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Table 7: Interleukin-23 receptor exon-3’UTR rs10889677, intronic rs2201841 and exonic rs1884444 (His3Gln) genotypes  
in the groups of patients withthe studied diseases and in healthy controls (* p<0.05 vs. controls using the χ2-test.) 
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Figure 1: Linkage analysis of the three examined IL23R polymorphisms. 
a) values of the R
2
 correlation coefficient b)  values of the D’ variate 
 
 
5. DISCUSSION 
 
Rheumatoid arthritis is a rather common immunoinflammatoric disease, which is supposed 
to develop due to the coexistence of certain environmental, microbial and genetic factors. The 
genetic predisposition is responsible for the onset of RA in approximately 60%, half of which can 
be traced back to certain variants of the HLA-gene complex. The heterogeneous clinical 
manifestations of RA suggested, that several other genes might and undoubtedly do participate in 
the formation of genetic predisposition of the disease. We aimed to examine genes and 
polymorphisms in an average Hungarian RA-population and in matched controls, the role of which 
has still risen up several questions in the international fields of literature. 
During the diagnostic work process we applied specific PCR/RFLP methods. Results were 
compared performing the chi-square test. We performed binary logistic regression analyses to 
reveal the possible associations between the genetic and serological characteristics.  
Amongst the naturally occurring variants of the PADI4 gene, some have been reported to 
confer susceptibility to RA in Asian populations, whereas examinations of European groups have 
failed to confirm these associations, except for a German cohort. One explanation of these 
differences could be the differing genetic structure of the populations examined. In this context, 
the Hungarians are unique in the Carpathian basin because a large proportion of the earliest 
inhabitants came from the east, beyond the Urals.  
In the present study we did not confine ourselves to an examination of the distribution of 
PADI4 gene haplotypes in Hungarians, but also tested for possible correlations between 
haplotypes and seropositivity. Our findings on allele and haplotype frequencies are similar to 
those previously described in other European studies. This means that the Hungarian population 
under study here did not differ from other Europeans in this respect. No accumulation of any 
specific haplotype was observed in the patients with RA, which means that none of the major 
haplotypes confer susceptibility to the disease. Further analysis in patient groups characterized 
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for the presence of anti-CCP and/or RF antibodies also did not reveal the accumulation of any 
haplotypes in the seropositive RA patients. 
In the current study the samples of unrelated RA-patients and matched healthy controls 
were genotyped for the C1858T variants of the PTPN22 gene. Similarly to previous studies on 
other Caucasian populations, the T variant showed an increased prevalence in the overall 
Hungarian group of RA-patients, compared to the healthy controls. The used regression analysis 
models revealed that the presence of the T allele conferred disease susceptibility in RA-patients. 
A marked gene dosage effect was also observed in risk increase for the disease: the presence 
of a single T allele represented an approximately 2-fold risk, while in homozygotes with two 
copies of the T variant 4.9-5.5-fold ratios were observed. As it is well-known that some 
autoimmune diseases share common or similar molecular background, it is likely that the 
presumed molecular mechanisms behind the association of the 1858T variant and type 1 
diabetes reported by Bottini et al also stand for RA: it is supposed that only the Lyp enzyme 
containing the 1858C (Arg620) variant is able to form a complex with Csk kinase, whereas the Lyp 
with 1858T (Trp620) is not. This results in individuals heterozygous for the 1858T allele in 
reduced amounts of Lyp-Csk complexes, while TT homozygotes have no such complexes at all. As 
the Lyp-Csk complex is responsible for the inhibition of T cell activation, the T cells lacking Lyp-
Csk complexes become hyper-reactive, and are more likely to generate a destructive immune 
response against autoantigens after immune stresses. 
In summary, the data presented here show, that in the Hungarians the C1858T variants of 
the PTPN22 gene represent susceptibility for the disease mainly in seropositive patients, 
although we cannot exclude its role in patients seronegative for both factors; and the association 
is gene dosage dependent.  
We genotyped two functional SNPs of the CTLA4 gene in RA-patients and matched controls, 
previously characterized for RF- and anti-CCP-seropositivity. The CT60*GG genotype and the 
CT60*G allele exhibited an accumulation in the entire RA-group when compared with the healthy 
controls (33.9% vs. 27.1% and 57.1% vs. 48.5%). However, subsequent analysis of the data 
revealed a clear serology dependency: all seropositive groups of patients showed a significantly 
increased prevalence of the CT60*GG genotype and the CT60*G allele compared to the controls. 
On the other hand, no similar differences could be established between the seronegative patients 
and the control cases regarding the CT60*GG genotype- and CT60*G allele-distribution. This 
suggests, that carrying the CT60*G variant does not mean predisposition for RF- and/or anti-CCP-
seronegative subtypes of RA, however it might confer susceptibility for RF- and/or anti-CCP-
seropositive forms of the disease. 
In RF- and anti-CCP-seropositive subjects the CT60*G allele represented an approximately 
1.5-fold risk for the development of RA in our patient population. These results are in agreement 
with previous findings. It has been reported that the CT60*G variant is likely associated with the 
RF-seropositive form of RA. So far no data has been published on samples seropositive both for RF 
and anti-CCP. Our examinations revealed a risk of 1.58 (95%CI: 1.23-2.03, p<0.001) in the double-
seropositive group, which is similar to that observed in the subgroups characterized by 
seropositivity for either RF or anti-CCP (OR=1.52, 95%CI: 1.20-1.93, p=0.001; and OR=1.58, 95%CI: 
1.24-2.02, p<0.001, respectively).  
Based on the relatively high ratio of patients with the homozygous CT60*GG genotype we 
hypothesize that the CT*60G is a susceptibility factor for RA in the Hungarian population. 
Furthermore, the CT60*GG homozygous state represents an approximately 2-fold risk for RA in 
the seropositive subsets of samples, compared to the risk of carrying the G allele in a 
heterozygous form. This may suggest a gene dose dependency in influencing disease 
susceptibility, although the presence of two copies of the CT60*G variant does not mean an 
actual double risk, compared to a single copy of the variant. 
Considering the +49A/G polymorphism, we could not detect any significant differences 
regarding the genotype and allele distributions of the RA and control samples. Previous works 
documented controversial outcomes on the possible association between this variant and RA. It is 
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possible, that the +49A/G polymorphism does not increase disease susceptibility alone, but 
together with other predisposing factors it increases the risk for developing RA, as some studies 
demonstrated an association in HLA-DRB1*04 patients, while others found no association 
irrespective of the HLA-shared epitope status. A study on Chinese patients suggested that CT60 is 
a possible independent causal variant in RA, and that the effect of the +49*G variant is dependent 
on the CT60*G allele, since when the +49*G allele is combined with the CT60*G in a haplotype, 
their effect is increased.  
Based on recent findings by several research groups it is becoming increasingly clear that 
besides inflammatory bowel disease, IL-23 has also essential role in the autoimmune processes as 
well in the experimental rheumatoid arthritis. With this role of IL-23 in animal rheumatoid 
arthritis model in mind, we decided to study the prevalence of selected variants in an average 
human population with this disease. Similar to the Crohn’s disease, the rs10889677AA and the 
rs2201841CC genotypes showed an accumulation in RA patients, the logistic regression analysis 
revealed susceptibility nature of these alleles in the development of the disease. The prevalence 
of the rs10889677AA and the rs2201841CC genotypes were similar in patients with RF, anti-CCP, 
or combined seropositivity, showing that the susceptibility-conferring character is not influenced 
by the presence or absence of the classic serology features. The relative high rate of accumulation 
of the AA rs10889677 and CC rs2201841 allelic variants in the same subjects suggest, that certain 
haplotypes might be responsible for the susceptibility nature of IL23R.  
Although the exact explanation of the events remain to be determined for both Crohn’s 
disease and rheumatoid arthritis, some possibilities come from the known functions of IL-23. IL-23 
initiates and perpetuates both innate and T cell-mediated forms of certain tissue specific 
autoimmune disorders. If the IL-23/IL-17 axis becomes dysregulated, there is a risk for the 
development of autoimmune pathologies and autoimmune diseases. IL-23 also affects T cells and 
inflammatory neutrophil and macrophage function through action on the IL-23 receptor; all these 
elements can be possibly involved in the events leading to the development of these diseases. 
Anti p40 therapies, which inhibit both IL-12 and IL-23, due to their shared p40 subunit, showed 
promising results in human trials for inflammatory bowel disease. With the recognition of the role 
of IL-23 functional variants in inflammatory bowel disease, it is clear that further differentiations 
are required to verify the subgroup of patients who will benefit from the selective suppression of 
the IL-23 signaling. Similarly, with the current observations this can be extended also for 
rheumatoid arthritis as well, that would represent new perspective toward a personalized therapy 
of patients with this disease. 
The results of the genetic examinations performed by our research group will hopefully 
contribute to the recognition and understanding of the genetic background of rheumatoid 
arthritis, which is crucial in the early diagnosis and in the improvement of new treatments for the 
disease. The identification of further predisposing genes and wide-range genotype-phenotype 
analyses are also highly required, as the improving knowledge can lead to effective prevention 
and treatment only by integrating the new aspects revealed using up-to-date methods like 
molecular genetic analysis.  
 
6. CONCLUSION 
 
i. Our results suggest that none of the examined PADI4 gene polymorphisms (padi4_89, 
padi4_90, padi4_92, padi4_94, padi4_102, padi4_104) or their haplotypes mean 
predisposition to the disease in the Hungarian population of RA-patients.  
 
ii. In the RF and/or anti-CCP seropositive types of rheumatoid arthritis, carrying either the 
PTPN22 gene 1858T variant, or the CTLA4 gene CT60*G allele means an independent 
predisposition to RA. 1858T allele predominates in a definite, while the CT60 G allele 
predominates in a moderate, gene-dose dependent manner.  
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iii. According to our findings, CTLA4 gene +49A/G variant does not contribute to the genetic 
predisposition of RA alone, however together with the CT60*G allele it definitely raises 
the predisposing nature of the latter.  
 
 
iv. Carrying any of the two variants out of the three examined polymorphisms (rs10889677, 
rs2201841, rs1884444) of the IL23R gene, the rs10889677 AA genotype and the 
rs2201841 CC genotype result in an excessive risk for developing RA. This predisposition 
is independent from the serological status (RF and/or anti-CCP-seropositivity) of the 
patient. 
 
v. The frequent coexistence of the rs10889677 AA and rs2201841 CC genotypes and the linkage 
analyses performed suggest that the polymorphisms of the IL23R gene form haplotypes, 
and contribute to the genetic predisposition of rheumatoid arthritis together. 
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